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RESUMEN

Diversos radicales libres son producidos de forma natural en los organismos vivos. Ademas,
éstos también pueden estar en contacto con los radicales libres de forma externa. Cuando la
produccion de radicales libres supera la capacidad de los organismos para eliminarlos, se
genera estrés oxidativo, los cual puede resultar en enfermedades o incluso en la muerte.
Enfermedades como accidentes cardio-vasculares, determinados tipos de cancer,
envejecimiento precoz, arterosclerosis y el desarrollo del mal de Alzheimer han sido
relacionados con procesos de estrés oxidativo.

Los sistemas antioxidantes, tanto enzimaticos como no enzimdticos, pueden ayudar a
mantener en equilibrio a los radicales libres dentro del organismo. A través de diversas
investigaciones, se ha demostrado que varios compuestos sulfurados, como el glutatién, son
excelentes antioxidantes. Sin embargo, la mayoria de estos estudios, por su complejidad, no
han dado detalle de los mecanismos por los que estos antioxidantes reaccionan con los
agentes oxidantes. En la quimica computacional podemos encontrar herramientas que nos
ayuden a estudiar los sistemas antioxidante-radical libre con mayor detalle.

Este trabajo consisti6 en el estudio tedrico de la actividad antioxidante de cuatro compuestos
sulfurados frente a radicales libres oxigenados: acido lipoico, acido dihidrolipoico, cisteina y
tiopronina. El estudio fue hecho considerando las especies existentes bajo condiciones
fisioldgicas, es decir, a pH=7.4.

En la primera etapa de este estudio se analiz6 la actividad antioxidante primaria de los cuatro
compuestos mencionados. Dentro de ésta se estudiaron los mecanismos de abstraccion de
hidrégeno y transferencia electréonica. La segunda fase consistié en determinar la capacidad
antioxidante secundaria del acido lipoico y del acido dihidrolipoico, es decir, de qué manera
estos compuestos forman complejos de coordinacidn con el cobre, los cuales, ayudan a evitar
que se formen radicales hidroxilo a través del ciclo de Haber-Weiss. Mediante la tercera etapa
se probd la forma en que el acido dihidrolipoico repara proteinas.

Los resultados obtenidos revelan la gran capacidad antioxidante de estos compuestos
sulfurados frente a diversos radicales libres oxigenados. El acido dihidrolipoico, la cisteina
zwiterionica y la tiopronina anidnica, los cuales tienen al menos un grupo tiol, reaccionan
preferentemente por abstraccidon de hidrégeno de este grupo con radicales libres de diferente
reactividad. La cisteina anidnica y la tiopronina dianidnica, aunque se encuentran en menor
porcentaje a pH 7.4 que sus respectivos compuestos protonados, reaccionan por transferencia
electronica con constantes de velocidad controladas por difusion. Se demostré que el acido
dihidrolipoico, ademas de ser un excelente atrapador de radicales libres, también es un buen
agente quelante de cobre y reparador del dafio a proteinas por radicales libres.



ABSTRACT

Various free radicals are produced naturally in living organisms. Moreover, they may also be
in contact with free radicals externally. When the production of free radicals exceeds the
capacity of organisms to eliminate that radicals, oxidative stress is generated, which can result
in illness or death. Diseases such as cardio-vascular accidents, certain cancers, premature
aging, atherosclerosis and the development of Alzheimer's disease have been linked to
oxidative stress processes.

The both enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems can help to balance free radicals
within the body. Through various investigations, it has been shown that various sulfur
compounds, as glutathione, are excellent antioxidants. However, most of these studies donnot
have given details of the mechanisms by which these antioxidants react with oxidizing agents.
In computational chemistry we can find tools to help us for the study of the antioxidant free-
radical systems, in more detail.

This work consists in the theoretical study of the antioxidant activity of four sulfur
compounds against oxygen free radicals: lipoic acid, dihydrolipoic acid, cysteine and
tiopronin. The study was made considering existing species under physiological conditions, ie,
atpH =74.

In the first stage of this study the primary antioxidant activity of the above four compounds
are analyzed. Within this, the hydrogen abstraction mechanisms and electronic transfer were
studied. The second stage was to determine the secondary antioxidant capacity of lipoic acid
and dihydrolipoic acid, ie how these compounds form coordination complexes with copper,
which, help prevent hydroxyl radicals are formed through the cycle Haber-Weiss. By the third
stage was tested how the dihydrolipoic acid repair proteins.

The results show the high antioxidant capacity of these sulfur compounds against various
oxygen free radicals. Dihydrolipoic acid, zwitterionic cysteine and anionic tiopronin, which
have at least one thiol group, preferentially react by hydrogen abstraction from this group
with free radicals of different reactivity. The anionic cysteine and the dianionic tiopronin,
although they are in lower percentage at pH 7.4 than their respective protonated compounds,
react by electron transfer with diffusion controlled rate constants. It showed that the
dihydrolipoic acid, in addition to being an excellent free radical scavenger, is also a good
copper chelating agent and repair of damage proteins by radical free.



1. INTRODUCCION

Los organismos vivos estdn constantemente expuestos a diversas especies reactivas de
oxigeno (ERO), dentro de las cuales encontramos a los radicales libres. Las ERO provienen de
distintas fuentes, las cuales pueden ser de tipo endégeno o exdgeno. Pueden ser formadas
como subproductos del metabolismo, de la autooxidacién de xenobioticos, como resultado del
estrés, como el ejercicio excesivo, algiin trauma o infeccién. Adicionalmente, factores
ambientales como la radiacion y la contaminacién pueden ser causas de la formacion de ERO.

Dentro de ciertos limites, la formacién de ERO es esencial para mantener la homeostasis
celular. La excesiva produccién de estas especies resulta en estrés oxidativo originando la
activacion de mecanismos de sefializacidén especifica y dafio en general, la cual resulta en
enfermedad o muerte. Enfermedades como accidentes cardio-vasculares, determinados tipos
de cancer, particularmente de pulmdn y piel, envejecimiento precoz, arterosclerosis y el
desarrollo del mal de Alzheimer han sido relacionados con procesos de estrés oxidativol23,

Los sistemas antioxidantes, tanto enzimdaticos como no enzimdticos, pueden ayudar a
mantener en equilibrio las especies reactivas de oxigeno. Un compuesto antioxidante puede
ser definido como cualquier molécula capaz de prevenir, retardar o revertir la oxidacion de
otras moléculas, generalmente sustratos biolégicos como lipidos, proteinas o 4cidos nucleicos.

Como antioxidantes primarios, el mecanismo mas conocido que pueden llevar a cabo se
refiere a la capacidad que tienen muchos antioxidantes para actuar como “atrapadores” o
“estabilizadores” de diversas especies reactivas. En el caso de los radicales libres, tal accién
implica su estabilizacién a través de la cesion de un electrén a dichas especies reactivas. Tal
mecanismo, definido como transferencia electrénica simple (TES), permite que el radical libre
pierda su condicién por “apareamiento” de su electron desapareado. Una consecuencia para el
antioxidante es que, como resultado de ceder un electrdn, éste se convierte en un radical libre
y termina oxiddndose a una forma que es de nula o baja reactividad hacia su entorno. Junto a
este mecanismo, muchos antioxidantes pueden estabilizar radicales libres a través de un
mecanismo que implica la transferencia directa de un atomo de hidrégeno. Aunado a los
mecanismos de transferencia electrénica y transferencia de hidrogeno, ciertos antioxidantes
pueden actuar también estabilizando especies reactivas a través de un mecanismo que implica
la adicién directa del radical a su estructura, es decir, forman aductos de adicion.

Los iones metdlicos contribuyen a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO)
principalmente en reacciones Fenton o reacciones tipo Fenton donde metales endégenos
como Fe?+ o Cut* reaccionan con per6xido de hidrégeno para generar el radical hidroxilo
(*‘OH). Los antioxidantes secundarios pueden formar complejos con metales como el hierro y
el cobre y disminuir, de esta forma, la produccion de radicales hidroxilo.

A pesar de existir diversos compuestos que previenen la oxidacién celular, ésta es inevitable.
Las proteinas por ser macromoléculas muy abundantes en los organismos presentan alta
susceptibilidad al ataque de ERO. Las proteinas juegan diferentes papeles en las células y
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tejidos y estdn envueltos en la mayoria de los procesos en los organismos biolégicos.* La
acumulacion de proteinas oxidadas esta asociada con diversas enfermedades como esclerosis
lateral amiotroéfica, enfermedad de Alzheimer, sindrome de insuficiencia respiratoria, distrofia
muscular, artritis reumatoide, progenia y sindrome de Werner.> En estos casos, los
antioxidantes también pueden actuar como reparadores del dafio provocado por las ERO y
mantener el equilibrio celular.

En este trabajo estudiamos la actividad antioxidante de cuatro compuestos sulfurados frente a
radicales libres oxigenados, abarcando varios aspectos de ésta como: atrapadores de radicales
libres, formadores de compuestos de coordinacién y reparadores del dafio por radicales libres
a biomoléculas.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Funcional M06-2X

El desarrollo continuo de funcionales de intercambio y correlacién mejorados es esencial para
expandir las aplicaciones de la Teoria de Funcionales de la Densidad de Kohn-Sham (DFT). En
los dltimos 5 afios, se ha avanzado mucho, principalmente debido a la inclusién de la densidad
de energia cinética, en los llamados funcionales meta-GGA®7.89.10 y la optimizacion sistematica
de funcionales de intercambio y correlacion contra amplias y diversas bases de datos.

Los funcionales de Minnesota son un grupo de funcionales de intercambio y correlacién
aproximada, parametrizados, basados en la teoria de Funcionales de la Densidad (DFT). Estos
fueron desarrollados por el grupo de Donald Truhlar de la Universidad de Minnesota y estan
basados en aproximaciones meta-GGA. Estos funcionales son usados ampliamente para
calculos en quimica cuantica tradicional y fisica del estado s6lido.

El funcional M06-2X!! es clasificado como un funcional hibrido dentro de la aproximacion
meta-GGA. Este funcional con el 54% de intercambio Hartree-Fock es altamente recomendado
para estudios de termoquimica y cinética de los elementos del grupo principal. Es uno de los
mejores funcionales para el estudio de interacciones no covalentes. Sin embargo, no es
recomendado para sistemas multirreferenciales como en la termoquimica con la mayoria de
los metales de transicion y en la organometalica.

2.2 Funciones de base.

La mayoria de las implementaciones de los métodos basados en la funcién de onda, los
métodos semiempiricos y los métodos de funcionales de la densidad se basan en la
aproximacion de Roothaan, que permite representar un orbital molecular como una
combinacion lineal de orbitales atdbmicos previamente optimizados y llamados conjuntos de
funciones de base. El conjunto de funciones de base permite asi obtener una representaciéon
de los orbitales de un sistema quimico, siendo parte del modelo quimico junto con el método
tedrico.

El factor mas importante que se debe considerar en la elecciéon de un conjunto de base es el
numero de funciones y la precision deseada. La base mas pequeia disponible se denomina
base minima, ya que solo incorpora las funciones de base necesarias para contener todos los
electrones de los atomos neutros. Una mejora que se le puede incorporar a ésta es aumentar
el tamafio de la base, doblando todas las funciones para producir lo que se llama base doble
zeta. El camino hacia bases mas completas lleva a bases triple zeta, que triplican la base
minima. Este tipo de multiplicaciéon de bases puede evitar tocar los orbitales internos (de
core), generando las bases triple zeta de valencia dividida; la progresion contintia a las bases
cuadruple zeta y quintuple zeta.
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Las funciones de base desarrolladas por Pople se describen de la manera k-nlmG y pertenecen
al tipo de valencia dividida. El término k antes del guion indica el nimero de funciones
gausianas primitivas que se usan para representar a los orbitales internos y los nimeros nlm
expresan tanto el nimero de funciones en que se dividieron los electrones de valencia como la
cantidad de funciones gausianas primitivas empleadas para su representacion.

La duplicacion de valencia permite cambiar el tamafio de los orbitales pero no su forma. Las
bases con polarizacion evitan esta limitacidon al incorporar orbitales con mayor momento
angular respecto al requerido para la descripcidon del estado basal de cada atomo; asi se
integran las funciones con polarizacién.

La incorporacion de funciones difusas permite a los orbitales ocupar un espacio mayor. Son
importantes porque al describir mejor la parte final de la funciéon de onda también describen
mejor a los electrones que se encuentran distantes del ntcleo.

En este trabajo dependiendo del tamafio del sistema se usaron funciones doble o triple zeta en
todos los casos con funciones de polarizacion y funciones difusas (6-31+G(d,p) o 6-
311+(d,p)).

2.3 Modelos de solvente continuo.

El desarrollo de los modelos de solvente dieléctrico continuo ha facilitado el estudio de
reacciones quimicas en fase condensada de una forma eficiente computacionalmente. Estos
métodos han sido parametrizados para obtener valores relativamente precisos de energias
libres de solvatacidn, las cuales pueden proporcionar exactitud a valores de energia libre en
fase gaseosa para obtener la correspondiente energia libre en solucion.

2.3.1 Modelo de solvatacion universal (SMD).

Usando un conjunto de instruccién de 2821 energias libres de solvatacién que incluyen 274
valores para solutos neutros en agua, 2072 para solutos neutros en 90 disolventes no acuosos,
143 valores de energias libres de transferencia entre agua y 15 disolventes organicos, y 332
valores para iones en acetonitrilo, dimetilsulf6xido metanol y agua, se desarrolld6 un modelo
de disolvente implicito universal llamado SMD para predecir energias libres de solvataciéon
tanto de solutos neutros como i6nicos en agua y disolventes no acuosos.

Descripcion.

El modelo SMD esta basado en un tratamiento del campo de reacciéon autoconsistente de las
contribuciones electrostaticas de bulto que envuelve una integraciéon de la ecuaciéon de
Poisson no homogénea y en un protocolo de cavidad-dispersion-disolvente-estructura para la
contribucién no electrostatica a la energia libre de solvatacidn.
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La energia libre de solvatacién del estado estdndar, que es la energia libre del estado estdndar
obtenida de transferir el soluto de la fase gas a la fase condensada, puede ser descrita de la
siguiente forma

2.1
AGS = AGgyp + AGeps + AGone 2.1)

El subindice ENP en la ecuacién 1.1 denota los componentes electrénicos (E), nuclear (N) y de
polarizacién (P) de la energia libre. El componente de la relajacion nuclear del término ENP es
igual a la diferencia entre la energia total en fase gas calculada en la estructura de equilibrio
en fase gas y la energia total en fase gas calculada en la estructura de equilibrio en fase liquida.
El subindice CDS enfatiza que el correspondiente término es normalmente asociado con el
cambio de energia libre asociado con la cavitacién del solvente (C), cambios en la energia de
dispersion (D) y posibles cambios en la estructura local del disolvente (S). El término final en
la ecuacién 1.1 se considera para el cambio de concentracion entre el estado estandar de la
fase gas y el estado estandar en la fase liquida.

Parametrizacion

La parametrizacién en SMD se enfoca en dos tipos de pardmetros: 1) el radio atémico usado
para la construccién de las cavidades utilizadas en los calculos de las contribuciones
electrostaticas y 2) los parametros involucrados en el calculo de las tensiones superficiales
atémicas y en la tensién superficial molecular. Estos pardmetros estan optimizados sobre seis
métodos de estructura electrénica: M05-2X/MIDI!6D, M05-2X/6-31G*, M05-2X/6-31+G**,
MO05-2X/cc-PVTZ, B3LYP/6-31G* y HF /6-31G*.

2.4 Transferencia electronica. Teoria de Marcus

En una reaccién de transferencia electronica no hay enlaces quimicos que se rompan o que se
formen, por lo que para la realizacién de calculos cinéticos es necesario un tratamiento
distinto a las que reacciones donde esto si ocurre.

Bill Libby!2 en un simposium en 1952, sefial6 que cuando un electrén es transferido de una
molécula a otra, las dos moléculas o iones formados se encuentran en un ambiente erréneo
del disolvente, ya que los nucleos de las moléculas de éste no tienen tiempo de moverse
durante la transferencia del electron. Rudolph A. Marcus!? asumid que tenia que haber
fluctuaciones en varias coordenadas nucleares de las moléculas de disolvente al pasar de
reactivos a productos.

La energia potencial del sistema U, reactivos mas disolvente, es funcion de muchas
coordenadas relevantes del sistema, coordenadas que incluyen la posicidn y la orientacién de
las moléculas individuales del solvente y las coordenadas de los reactivos. De forma similar,
después de la transferencia electrénica las moléculas de reactivos tienen las cargas idnicas
apropiadas para formar los productos de la reaccion, y asi la funcién de energia potencial U,
es productos mas disolvente. Estas dos superficies de energia potencial se pueden intersectar
si el acoplamiento que conduce a la transferencia electrénica es ignorado. Para un sistema de

13



N coordenadas, esta interseccion ocurre en una superficie de N-1 dimensiones, la cual
constituye, para esta aproximacion, el estado de transicion de la reaccion.

Debido al efecto del acoplamiento electrénico insignificante y al acoplamiento del movimiento
nuclear cerca de la superficie de interseccién S, una transferencia electrénica puede ocurrir en
S, como se muestra en la figura 2.1

Energia Potencial J

Coordenadas nucleares
Figura 2.1 Perfil de superficies de energia potencial para reactivos més disolvente, R, y productos mas disolvente, P,
interseccién, S.

Las energias potenciales U, y U, en el espacio de coordenadas multidimensionales son
funciones simples de las coordenadas, pero son funciones complicadas de las cientos de
coordenadas relevantes del disolvente, es decir, hay muchos minimos locales que
corresponden a arreglos locales estables de las moléculas de disolvente. Sin embargo, Marcus
introdujo una “aproximacion lineal responsable” en la cual, cualquier cambio hipotético en la
carga de los reactivos produce un cambio proporcional en la polarizacion dieléctrica del
disolvente. Con esta aproximacién lineal las energias libres G: y G, llegan a ser funciones
cuadraticas simples de la coordenada de reaccién. Esto permite una descripcion de la reaccion
en términos de graficas de energia libre parabolicas (Figura 2.2).

G

Figura 2.2. Energia libre de reactivos mas disolvente vs coordenada de reaccion q (curva R) y energia libre de
productos més disolvente vs coordenada de reaccién q (curva P).

En la figura 2.2, AGO es el cambio en la energia libre de Gibbs entre reactivos y productos, AG#
es la energia de activaciéon y A la energia de reorganizacién. Para determinar las constantes de
velocidad para este tipo de reacciones es necesario conocer el valor que toma la energia de
activacion, que es justo donde estas dos parabolas se cruzan. Para esto, consideramos que el
fondo de la pardbola que describe la energia de los reactivos se sitia en el origen del sistema
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de coordenadas (0, 0) y asi la ecuacién que describe esta parabola es y =x2. Si esto es cierto y,
ademads, asumimos que la segunda parabola (que describe la energia de los productos) es
igual que la primera, s6lo que se encuentra desplazada, la ecuacidn que la describe seria (y-b)
= (x-a)2. En otras palabras el fondo de la segunda parabola se encuentra en el punto (a,b). Asi,
lo que tenemos que hacer es encontrar el valor para yen que las dos rectas se intersectan:

Ecuacién de la parabola G;:

) (2.2)

Ecuacion de la pardbola Gy:
y-b)=(x—-a)?oy=x*-2ax+a’+b (2.3)
Combinando ambas ecuaciones:
x?2=x?—-2ax+a’+b

_(b+a?)
x= 2a

O de la ecuacion 2.2:

AN G (2.4)
4a?

Es necesario recordar que el valor para la coordenada y en la interseccion de las dos

parabolas es AG* asi que tenemos una ecuaciéon para este valor. Ademads, b que es el

desplazamiento entre las dos parabolas en la direcciéon del eje y representa el valor para AG.

Finalmente, el desplazamiento entre las dos parabolas en la direccién del eje x, a2 es A.

Sustituyendo todos estos valores tenemos:

(AG+2)2 % AGO ,
= = (25)

AG*
Y la expresion para la constante de velocidad sera:

—(AG0+2)2 —AG*

k = Ae 4RT = Ae RT (2.6)

Esta expresion nos permite calcular el valor para la constante de velocidad en una
transferencia electrdnica.

2.5 Reacciones controladas por difusién.

Existen circunstancias, conocidas en la quimica industrial y en los sistemas biolégicos, bajo las
cuales las velocidades de transferencia de masa son comparables con las velocidades de las
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reacciones quimicas. La difusiéon de una especie quimica hacia otras en fenémenos como la
disolucion, lleva mas tiempo por las grandes distancias para ser difundidas. A nivel molecular,
las distancias de difusidn son cortas (S 1 nm) asi que s6lo los eventos muy rapidos pueden
ser influenciados por estos tiempos de difusién cortos. Esto limita el niimero de sistemas a
algunos relativamente pocos, donde la velocidad a la cual los reactivos se aproximan uno a
otro es lenta o comparable con la velocidad a la cual los reactivos reaccionan quimicamente.

La teoria de Smoluchowski, de reacciones en disolucién, las cuales ocurren a velocidades
limitadas so6lo por la rapidez con la que los reactivos pueden aproximarse uno al otro, es
utilizada para calcular constantes de velocidad para este tipo de reacciones.

Ecuacion de difusion. Constante de velocidad de Smoluchowski

Smoluchowski sugiere que los reactivos A y B tienen que difundirse hasta que estén lo
suficientemente cerca para reaccionar. De una forma sencilla de explicar esa teoria, se asume
que se tiene una molécula de A “estatica” y que las moléculas de B se difunden en el medio.
Esto esta esquematizado en la figura 2.3:

—> i

Figura 2.3. Diagrama de difusién de las moléculas de B hacia A.

Siempre que una molécula de B entre en contacto con una de A la reaccién ocurre y B
desaparece. La distancia critica entre A y B necesaria para que la reaccién ocurra es R* la cual
se puede asumir igual a la suma de los radios moleculares de Ay B,

R* = Ry + Rg. (2.7)

La concentracidn local de B en la vecindad de A no es uniforme. [B] = 0 ar = R* e incrementa
hasta la concentracién de bulto, [B] ar = co donde r es la distancia entre A y B (figura 2.4).

[Blr

r=R* r

Figura 2.4. Variacién de [B] con respecto a la distanciar.
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El flujo de B hacia A esta dado por la primera ley de Fick de difusion, la cual, establece que el
flujo en cualquier direccion (flujo de moléculas por unidad de area por unidad de tiempo) es
proporcional al gradiente de concentracion en esta direccion,

CDB = _DBVCB' (2'8)

El flujo @3 y el gradiente de concentracion son vectores y Dg es la constante de difusién de B
es la constante de proporcionalidad en la ecuacién de Fick. El signo menos indica que el flujo
es en la direccién donde la concentracidn decrece.

En el caso de simetria esférica como en el flujo de moléculas B hacia A, la ecuacién de Fick es:

a[B]r

_ (2.9)

(DB = _DB
Donde [B]: es la concentracién de B a una distancia r de A.

El nimero total de moléculas difundiéndose a través de una capa esférica de radio r por
unidad de tiempo esta dada por

d[B
J = 4mr?|Fg| = 4mr?Dg Eir]r (2.10)

Bajo condiciones de estado estacionario, tal que el gradiente de concentracién es
independiente del tiempo, el flujo de moléculas (J) es una constante independiente de 1, es
decir, el nimero total de moléculas por unidad de tiempo que pasa por cualquier capa esférica
es el mismo.

La ecuacidn 2.10 es facilmente integrable resolviendo para [B];,

[B]

< )i (2.11)
f d[B], = f >—dr
4nr©Dg
[Blr r
Lo cual da
[B] - Bl = 55 (2.12)
o bien,
[Bl, = [B] = 55 (2.13)

La concentracién de moléculas B se aproxima a la concentraciéon de bulto, [B], cuando r se
aproxima a co y cae como 1/r cerca de A.

Aplicando las condiciones de frontera, r = R*y [B]r = 0, y resolviendo paraJ,
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] = 4nR*Dg[B] (2.14)

Esta solucidon es para el caso cuando se tiene una sola molécula de A asumiendo que se
encontraba estacionada con sélo las moléculas de B difundiéndose. Cuando ambos reactivos
se difunden, el flujo relativo de B y A hacia cada uno esta dado por,

] = 4nR*(Da + Ds)[A][B] (2.15)

Para una reaccion bimolecular controlada por difusidn, la velocidad a la cual los productos se
forman es precisamente la velocidad a la cual A y B fluyen hacia cada una:

dpP .
= Ka [A][B] = 4nR"(DaDp)[A][B] (2.16)
Asi, la constante de velocidad de una reaccién limitada por difusion es:
kg = 4TER*(DA+DB) (217)

con unidades de m3/s en unidades del SI. Para convertir estas unidades en M-! s-1
multiplicamos por el nimero de Avogadro y un litro por 10-3 m3,

Ka = 4nR*(Da+Dg)Na 103M-1 s-1 (2.18)
Ala expresion (2.18) se le denomina constante de velocidad de Smoluchowski.

El coeficiente de difusiéon para una molécula de radio a difundiéndose en un disolvente de
viscosidad n esta dado por la relacién de Stoke-Einstein:

p =T (2.19)
6mna
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3. ANTECEDENTES

3.1 Estrés oxidativo.

Dentro de las especies reactivas de oxigeno (ERO) se encuentran una gran cantidad de
radicales libres oxigenados, son subproductos inevitables de la respiracién celular que
facilitan la oxidacién de lipidos, acidos nucleicos y proteinas. El dafio causado por las ERO es
una de las causas principales de diversas enfermedades, dentro de las que se incluyen el
cancer, y enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y el Parkinson.1415 Las células
tienen sofisticados sistemas regulatorios antioxidantes que mantienen un apropiado balance
de las ERO, con lo cual se mantiene un equilibrio homeostatico; sin embargo, la ruptura en la
homeostasis puede resultar en estrés oxidativo y lesiones en los tejidos.!617 En diversos
estudios se ha demostrado que metales, como el hierro, cromo, cobre, plomo, mercurio, niquel
y vanadio generan ERO.18 La contribucién de iones metalicos a la generacién de ERO esta
comuinmente en reacciones Fenton o reacciones tipo Fenton donde metales endégenos como
Fe2t+ o Cut reaccionan con perdxido de hidrégeno para generar el radical hidroxilo (-OH).1%

En 1954, la argentina Rebeca Gerschman?? sefialé por primera vez que los radicales libres
eran agentes téxicos y generadores de enfermedades. Por otro lado, Denham Harman?! en
1956, relacion6 a los radicales libres con el envejecimiento y con los padecimientos crénicos
de mayor prevalencia en esta etapa de la vida. Es importante aclarar que los radicales libres
son componentes normales de la fisiologia celular e incluso tienen un papel fundamental en la
homeostasis del organismo, como por ejemplo, en los mecanismos inmunoldgicos, en la
regulacion del tono vascular y agregacion plaquetaria, en la tension del oxigeno en la
ventilaciéon pulmonar, en la produccién de eritropoyetina, asi como, en la sefializacién en la
transduccion de receptores de membrana en varios procesos fisiologicos.22

Los antioxidantes combaten el dafio oxidativo causado por las ERO y varios estudios se han
enfocado en el papel que desempenan los antioxidantes para el tratamiento y prevencion de
enfermedades.23 Antioxidantes como polifenoles,2* compuestos que tienen azufre?s y selenio,26
antioxidantes enzimaticos?’ como la superéxidodismutasa y la glutation peroxidasa, y
micronutrientes como las vitaminas C28 y E29, han sido extensamente investigadas y en
numerosos estudios se han demostrado sus propiedades antioxidantes.

3.2 Antioxidantes sulfurados.

El azufre es un componente esencial en funciones fisiolégicas normales y se encuentra
incorporado en aminodacidos, proteinas, enzimas y micronutrientes3?. Los humanos satisfacen
sus necesidades nutricionales de azufre consumiendo vegetales y productos animales en su
dieta como, leche, queso, cebolla, ajo, huevo, fruta, entre otros. En numerosos estudios se han
demostrado las propiedades antioxidantes de algunos de los compuestos que contienen
azufre como cisteina, metionina, taurina, glutation, acido lipoico y N-acetil cisteina (Figura
3.1).303132
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La metionina es un aminoacido esencial obtenido a través de la dieta y es el recurso primario
de azufre en el cuerpo.303! Este aminoacido es un donador de grupos metilo y es requerido
para la sintesis de proteinas; también se ha descrito3334 su actividad como atrapador2 de
radicales. La cisteina es requerida para la sintesis de proteinas y glutatién (GSH)19, también
juega un papel importante en la estructura de las proteinas debido a que forma
entrecruzamientos por puentes disulfuro que estabilizan la conformacién de ciertas
proteinas.35 Otros compuestos derivados de los aminoacidos también son esenciales para las
funciones biolédgicas. La taurina se deriva del metabolismo de la metionina y la cisteina, o bien,
se obtiene a través de la dieta.30 Sus funciones primarias incluyen la modulacién de los niveles
de calcio, detoxificacién y la conjugacion del acido biliar.31 E1 N-acetilcisteina (NAC) es un
intermediario en la sintesis del glutatién a partir de la cisteina, es un transportador de la
cisteina, atrapador de sustancias reactivas de oxigeno, repone los niveles de glutation y se ha
estudiado ampliamente por sus propiedades antioxidantes.30.3637

El GSH es el compuesto, que contiene un grupo tiol y que no esta unido a una proteina, mas
abundante encontrado en la célula, con concentraciones intracelulares de 1-15 mM.38 El
glutation es uno de los mejores compuestos antioxidantes en la célula, actia como agente
detoxificante para especies radicales enddgenas y como un cofactor esencial para la enzima
glutation peroxidasa, algunos estudios indican que la proteccién no enzimatica contra
radicales libres, especificamente radicales oxigenados, es también una funcién primaria.3?
Adicionalmente, el balance 6xido-reduccién del glutation (GSH/GSSG) y cisteina/cistina en las
células ha sido un indicador bioldgico del estrés oxidativo y de la progresion de
enfermedades.®0 Jones y col.#! han estudiado extensamente el balance 6xido-reduccién del
glutation y de la cisteina en la célula y encontraron que el glutatién reducido y la cisteina
llegan a ser oxidadas en respuesta al estrés oxidativo, el envejecimiento y enfermedades
cardiovasculares. Ademas, durante el envejecimiento, las concentraciones celulares de GSH
decrecen, una caracteristica asociada al incremento de dafio oxidativo.40

El 4cido lipoico es un compuesto sintetizado enzimaticamente en la mitocondria a partir del
acido octanoico. Este es un cofactor necesario para complejos multienzimaticos que catalizan
la descarboxilacion oxidativa de a-ceto acidos y, por tanto, desempefia un papel critico en el
metabolismo energético mitocondrial. Tanto el 4cido lipoico como su forma reducida, el acido
dihidrolipoico, tienen propiedades antioxidantes sustanciales, entre las que se incluyen la
disminucién de los niveles y la inhibicién de la generacién de especies reactivas de oxigeno,
asf como también, el reciclar otros antioxidantes.*?

aDel inglés scavenge
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Figura 3.1. Compuestos antioxidantes sulfurados.
3.2.1 Estudios celulares e in vivo con antioxidantes sulfurados.

Numerosos estudios que se han enfocado en el uso de compuestos que contienen azufre en el
tratamiento y prevencion de enfermedades han establecido el efecto antioxidante de varios de
estos compuestos. Estos estudios destacan particularmente la necesidad de futuras
investigaciones debido a los conflictos entre resultados, particularmente entre aquellos que se
enfocan en los mecanismos de la actividad de antioxidantes sulfurados. Ademas, las
condiciones experimentales pueden variar ampliamente y las propiedades antioxidantes de
los compuestos sulfurados son, frecuentemente, simplificadas cuando son comparadas sin
tener en cuenta las diferencias en los disefios experimentales y los métodos.
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Un estudio reciente demostré que la cisteina y la homocisteina inhibian la toxicidad por
cadmio en lineas celulares de hepatitis II, previniendo la generacién de ERO a través de la
formacién de un compuesto de coordinacion tiol - cadmio*3. Otros estudios donde se investigd
el papel de los aminoacidos que contienen azufre en la carciogénesis inducida por cadmio,
revelaron que, en un pretratamiento de células de leucemia crénica K562, redujeron la
concentracion de ERO.36 El metabolismo anormal del estrégeno puede resultar en mutaciones
de ADN implicadas en la formacién de cancer de mama; sin embargo, en un estudio se ha
sugerido el posible uso de suplementos de NAC para la proteccién contra la genotoxicidad de
estrogeno.** Venogopal y colaboradores+* probaron la viabilidad celular de células epiteliales
de mamas de ratén (E6) expuestas a estrégeno-3,4-quinonas y NAC. Sus estudios revelaron un
decremento en la formacién de aductos dafiinos (una reduccién del 63-90%), con esto
sugieren al NAC como una posibilidad para prevenir el cancer de mama. La N-
acetilcisteinamida (NACA) previene los efectos citotoxicos del glutamato, previniendo la
peroxidacion lipidica, atrapando ERO y manteniendo los niveles celulares de GSH en células
PC12, las cuales estan implicadas en desordenes como la enfermedad de Alzheimer y
Parkinson.3? Otros estudios, donde se investigaban las complicaciones diabéticas y
enfermedades cardiovasculares, encontraron que el NAC previene la resistencia a la insulina y
la hipertension en ratas. En estos estudios, las ratas ingirieron una alta dosis de fructosa,
causando un incremento en la resistencia insulinica, alta presién sanguinea y elevado estrés
oxidativo. Estos sintomas fueron atenuados significativamente cuando se les administré NAC,
sugiriendo, para éste, un papel protector tanto en diabetes como en enfermedades
cardiovasculares.*s

Kaufmann y col.#¢ demostraron que la administracién de glutamina a ratas expuestas al
cancerigeno 7,12-dimetilbenzantraceno caus6 un incremento en la concentraciéon de GSH,
correlacionando a una reducciéon del 50% en la generacién de tumores mamarios.
Investigaciones donde se examind una dieta suplementada con metil-cisteina en moscas de
fruta demostraron un incremento en la actividad de la metionina sulf6xido reductasa bajo
condiciones de estrés oxidativo, y establecieron ésta como una causa fundamental de la
enfermedad de Parkinson.*” La toxicidad mediada por metilmercurio y muerte neuronal por la
generacion de ERO en neuronas simpaticas de pollo se previnieron por cisteina y glutation,
pero no por metionina.#8 Una investigacion reciente en la cual se estudié el efecto
cardioprotector de la taurina, se encontré que la deficiencia de ésta en el corazoén, causada por
una baja regulacién del gen transportador de taurina, causd disfuncién cardiaca extrema
(defectos fisicos, resistencia reducida, atrofia y fallas cardiacas) en ratones.%?

Estudios epidemioldgicos indicaron que, compuestos sulfurados derivados de ajo, tuvieron
efectos preventivos contra diversos tipos de cancer, de manera notable, contra cancer de
prostata, de mama, de estdmago y colorectal.3250 Ademas, otros estudios que correlacionaron
el consumo de vegetales que contienen estos compuestos, indujeron disminucién en la
incidencia de cancer de prostata, de estbmago y de eso6fago.5! Li y colaboradoress2 observaron
un decremento significativo en la incidencia total de cancer (22%), particularmente con
cancer gastrico, con la administracion de altas dosis de allitrium a un grupo de personas de
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entre 35y 74 anos de edad. Se observaron benéficos efectos del ajoeno en estudios de cancer
de piel y colorectal.53

Muchos de los trabajos de investigacion acerca de las propiedades protectoras del glutation
han demostrado efectos tanto benéficos como perjudiciales. Por ejemplo, los niveles de
glutatién en pacientes con cdncer de mama son mas bajos en sangre debido a la detoxificacion
del estrés oxidativo. En contraste, se observaron altos niveles de GSH en tejidos de cancer de
mama, sugiriendo que el GSH puede contribuir a mejorar la proliferaciéon celular y la
resistencia al estrés oxidativo.5¢ Efectos similares se observaron en otros ensayos clinicos,
donde niveles elevados de GSH estdn asociados con la resistencia a farmacos y a la
radiacién.555¢ Segliin Zeevalk y colaboradores>? el agotamiento en los niveles de glutation
conduce a la generacién de ERO y es una prediccién temprana de estrés oxidativo en la
enfermedad de Parkinson.

El tratamiento de células PC12 con &cido lipoico previene el agotamiento de GSH y previene el
dafio oxidativo asociado con la enfermedad de Parkinson.>8 Como es de esperarse, la funcién
del GSH en la enfermedad de Alzheimer es similar, y pacientes con discapacidad cognitiva leve
presentaron niveles reducidos de glutation oxidado.5® Derivados de GSH, incluyendo al S-
lauroil glutatiéon y S-palmitoleoil glutatiéon también reducen las concentraciones de ERO, lo
cual puede hacer a estos compuestos potencialmente tutiles para el tratamiento para la
enfermedad de Alzheimer.60

El incremento en los niveles de homocisteina es asociado con patologias cardiovasculares, y la
reduccidn en estos resulté en una reduccién del 16% en lesiones isquémicas del corazén y una
reduccién del 24% en ataques fulminantes.t! Adicionalmente, la cistina y la cisteina aumentan
la oxidacion, mediada por homocisteina, de lipoproteinas de baja densidad en presencia de
cobre, un proceso asociado con la aterosclerosisé?. Las funciones inmunes mejoraron en
pacientes con VIH con una suplementacion con NAC.63 La toxicidad con plomo, asociada con
patologias neuroldgicas, inmunolégicas, reproductivas y circulatorias, se redujo con los
antioxidantes sulfurados N-acetilcisteina y acido lipoico.6*

Se ha demostrado que la interacciéon del acido lipoico con componentes regulatorios de la
cascada de sefializacion de insulina tiene beneficios funcionales en los musculos esqueléticos
al consumir glucosa, tolerancia a la glucosa en el cuerpo humano en general y ayuda contra la
resistencia a insulina en modelos animales.6566 También se observé una mejora en la
disposicion de la glucosa en pacientes humanos con diabetes tipo Il que recibian acido lipoico,
tanto en forma oral como intravenosa.s6.67

3.2.2 Capacidad antioxidante primaria. Atrapadores de radicales libres.

La habilidad de compuestos sulfurados para atrapar ERO ha sido investigada como un posible
mecanismo antioxidante para estos compuestos. Los compuestos Allium (derivados de
especies vegetales del género Allium) son conocidos antioxidantes sulfurados y Kim y
colaboradores examinaron esta actividad para cinco compuestos Allium (Figura 3.2): S-alil-L-
cisteina (ALI), S-alil-L-cisteina sulféxido (SAC),58 dialil sulfuro (DAS), dialildisulfuro (DADS) y
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dialil trisulfuro (DATS).®° Ellos determinaron que solo la SAC y el ALI protegieron
efectivamente a células neuronales isquémicas del dafio a concentraciones de 1-100 uM y de
10-100 uM, respectivamente. Estos dos compuestos también atraparon efectivamente al *OH
in vitro, pero no tienen efecto en los niveles de H,0, y del O*~. En contraste, DATS y DADS
fueron atrapadores eficientes del O,*-, pero no del H;03, ni previnieron del dafio neuronal. A
partir de estos resultados los autores sugieren que los compuestos Allium podrian proveer
neuroproteccion de ERO implicados en la neurodegeneracién.s®

0 0
\/\ \/\
S OH ﬁ OH
NH, (o) NH,
S-alil-L-cisteina S-alil-L-cisteina sulféxido

\/\S/\/ \/\3/ S\/\
Dialil sulfuro Dialildisulfuro
\/\S/ S~ S/\/

Dialiltrisulfuro

Figura 3.2. Compuestos antioxidantes Allium

Ates y colaboradores’® determinaron la actividad atrapadora de H20; y *OH de la NAC y la
NACA usando espectroscopia UV-Vis, y comparada con la actividad para el acido ascérbico.
Con altas concentraciones (~0.8-1.5 M) la NAC tuvo la mayor actividad para el H,0,. Sin
embargo, con la mayor concentraciéon (~3 M) la NACA tuvo ~10% mas actividad que la NAC.
Para el *‘OH la NAC tuvo la mayor actividad atrapadora en todas las concentraciones utilizadas,
la maxima actividad (~73%) se obtuvo con una concentraciéon de 1.2 M, la maxima actividad
para la NACA a esa misma concentracion fue de ~57%. En comparacion con los resultados
obtenidos con el acido ascorbico, éste tuvo la menor actividad tanto para el *OH como para el
H20,. Aunque estos resultados indican que la NAC y la NACA son eficientes atrapadores in
vitro a altas concentraciones, concentraciones intracelulares menores pueden disminuir la
eficacia de estos compuestos in vivo.

Se encontré que el acido lipoico y el acido dihidrolipoico son altamente reactivos con una
variedad de ERO in vitro. El acido lipoico en concentraciones de 0.05-1 mM atrapa al *OH, al
HCIO y al 10,. El acido dihidrolipoico presentd esta reactividad con el *OH, HCIO, ERO muy
reactivos, *OOR y el Oz, que son mucho menos reactivos que los anteriores, con
concentraciones de 0.01-0.05 mM.4271
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3.2.3 Capacidad antioxidante secundaria. Formacion de complejos de coordinacion.

Ademas de los mecanismos atrapadores de ERO para compuestos sulfurados, la unién de
éstos con metales puede también proporcionar protecciéon contra el dano oxidativo celular.
Muchos estudios han demostrado la presencia de pozos de hierro y cobre no unidos a
proteinas en las células y hay una correlacién entre la concentraciéon de iones metalicos con
enfermedades y dafio celular.’273 Los compuestos sulfurados protegen del dafio oxidativo de
iones como Cu* o Fe?t, y esta actividad antioxidante observada ocurre a concentraciones
bioldgicas mediante la formaciéon de compuestos de coordinacién con los metales.”* Asi, la
habilidad de los compuestos que contienen azufre para coordinarse con los metales es
extremadamente importante para prevenir la formaciéon de ERO. Miyoshi y colaboradores’s
describieron la estructura cristalina de rayos X de un complejo violeta de glutatiéon-cobre II.
También describieron complejos metionina-metal para Cr3+, Mn3+, Fe3+, Al3+, Bi3+, Rh3+, Co2+,
Niz+, Cu2+, Zn2+, Hg2+, Pb2+, Cd2t y Ag2+.7677 Se observaron complejos metal-azufre para la
cisteina y metil-cisteinato con Hgt, Zn2+, Cd2+ y Pb2+,77.78 y para metil-cisteina con Co2+, Ni2+,
Cu?t, Zn2+, Hg?t+, Pb2+, Cd2+, Pd2t y Pt2+.7879 A partir de estos estudios, es claro que los
compuestos bioldgicos sulfurados se coordinan facilmente con iones metdlicos, y que esta
habilidad puede prevenir significativamente la generacién de °OH, estrés oxidativo y
enfermedades.

Existen extensivas revisiones en la literatura de los efectos de los compuestos que contienen
azufre, en la prevenciéon de enfermedades. Debido a la naturaleza compleja de muchas de
estas patologias, los estudios in vivo y clinicos no han proporcionado evidencia directa para
los mecanismos de los antioxidantes sulfurados. Se requiere mas trabajo para determinar
como los compuestos sulfurados ejercen sus efectos antioxidantes, en cuanto a los
mecanismos de accidn, para desarrollar antioxidantes sulfurados mas efectivos para la
prevencion de enfermedades.

3.3 Reparacién de biomoléculas con antioxidantes.

Debido a la abundancia de las proteinas y su alta tendencia a reaccionar con constantes de
velocidad altas con muchas especies quimicas estas se convierten en el mayor blanco para los
oxidantes biol6gicos. La extensidon del ataque en un sitio particular de la proteina depende de
multiples factores. En algunos casos, el dafio es limitado a un sitio especifico mientras que con
otras especies (como el *OH), el dafio es extenso y no especifico. Ademas, en este tltimo caso,
las proteinas dafiadas pueden contener grupos muy reactivos que pueden facilitar el dafio
secundario hacia otras biomoléculas.8081

Cuando el dafio a proteinas no se repara, la oxidacion puede causar su fragmentacion,
agregacion, desdoblamiento e interaccidn alterada con otras proteinas, etc. Como resultado de
la exposicion a radicales libres, pueden ocurrir muchos cambios en las proteinas, incluyendo
modificacion de aminodacidos, pérdida de su funciéon (ya sea enzimatica, estructural o de
sefializacion),82 cambios en sus espectros de absorcién y fluorescencia8 o incremento en la
susceptibilidad proteolitica.84
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Hoey y Butler8s han investigado la reaccion de transferencia radicalica entre radicales de
triptéfano y varios antioxidantes naturales y sintéticos. Ellos han extendido sus estudios a la
reparacion de radicales de tript6fano y tirosina en lisozima, su sistema enzimatico modelo.
Hoey y Butler también mostraron que el a-tocoferol, el acido trico y el acido ascérbico son
capaces de reaccionar con radicales de triptéfano; sin embargo, las proteinas oxidadas son
reparadas ineficientemente por el a-tocoferol, mientras que el acido trico y el acido ascorbico
son mucho mejores antioxidantes. Domazou y col.8¢ han medido las constantes de velocidad
para las reacciones entre acido ascoérbico y radicales generados en proteinas. Los valores de
estas constantes para los radicales de tript6fano en diferentes proteinas son (2.2-18) x 107 M-
1s-1, Un estudio reciente informé los valores de constantes de velocidad para la reducciéon de
radicales en aminoacidos aromaticos y en proteinas, en ausencia de O, por antioxidantes
como, urato, ascorbato, glutation, flavonoides, vitamina E y su analogo, Trolox.8”

Muchos estudios se han sido disefiado para probar la posibilidad de que radicales generados
por ERO puedan oxidar moléculas con grupos tiol como el GSH.88-90 Los estudios in vitro de la
oxidacién de GSH por radicales de triptofano en la lisozima, los cuales fueron generados por
radiolisis de pulsos, informaron de una constante de velocidad de (1.05+0.05) x 105 M-1s-
18889 Reciente, se inform6 de una constante de velocidad de 2 x 106 M-1s-1 para la reparacion
de radicales de tirosina por glutatién fueron recientemente estimadas en ausencia de
ascorbato.?0 Sin embargo, ninguna investigacion previa en esta area ha abordado el estudio
del mecanismo de la reparacién de otros aminoacidos en las proteinas dafiadas.

3.4 Estudios tedricos con antioxidantes sulfurados.

En los ultimos afos, una gran variedad de antioxidantes se han estudiado mediante métodos
computacionales, en los que se obtuvieron interesantes resultados en cuanto a sus
mecanismos de reaccion. Dentro de estos estudios se incluyen compuestos que contienen
azufre y que, experimentalmente, han probado tener actividad antioxidante. Galano y
Francisco-Marquez!, utilizando la teoria de funcionales de la densidad, demostraron que la
metionina reacciona con el *OH cien veces mas rapido en comparacion con la norleucina, un
aminodcido con estructura similar a la metionina, pero sin azufre. Esto lo hace en las
posiciones cercanas al atomo de azufre. Por otro lado, también demostraron que el acido 2-
propensulfénico, uno de los productos de eliminacién Cope de la alicina, reacciona con el
*‘O0OH 1000 mas rapido que la alicina misma, por lo que se concluye que la actividad
antioxidante de ésta ultima se debe al 4cido 2-propensulfénico.92

En un estudio por Galano y Alvarez-Idaboy?3 acerca de la actividad antioxidante del GSH con
una variedad de radicales oxigenados, demostré que éste reacciona exclusivamente por
abstraccion de hidrégeno y que, a excepcion de la reaccion con *OH, el canal de reacciéon mas
importante es el del grupo tiol de la cisteina que compone este tripéptido. Por otra parte, ellos
estudiaron mediante diferentes mecanismos, la reparaciéon por el GSH al ADN dafiado por
radicales libres.9* En este estudio, los resultados hicieron evidente que dicha reparaciéon se
lleva a cabo casi exclusivamente por medio de transferencia de hidrégeno del grupo tiol, con
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constantes de velocidad ~107-108 M-! s-1, Estos valores, que se encuentran cercanos al limite
por difusién, demuestran la gran capacidad del glutatién para prevenir el dafio permanente al
ADN vy asi reducir los efectos provocados por el estrés oxidativo. Este tltimo estudio, nos hace
pensar que, compuestos antioxidantes con grupos tiol, como el acido dihidrolipoico, puedan
llevar a cabo la reparacion al ADN con velocidades similares a las encontradas para el
glutation. Por esto, antioxidantes con estas caracteristicas, son buenos candidatos para
realizar estudios de reparacion al ADN.
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4. OBJETIVOS

General

Estudiar los mecanismos antioxidantes de los compuestos sulfurados: cisteina, acido lipoico,
acido dihidrolipoico y tiopronina. Comparar entre las diferentes reacciones propias de cada
mecanismo antioxidante y entre los diferentes compuestos sulfurados estudiados y, asi,
establecer la importancia de la presencia del atomo de azufre y otros factores en su capacidad
antioxidante.

Particulares

= Realizar un estudio, mediante métodos computacionales de la Mecanica Cuantica, del
mecanismo antioxidante atrapador de radicales de diferentes compuestos que
contienen azufre y son conocidos antioxidantes: de la cisteina, el acido lipoico, el
acido dihidrolipoico y la tiopronina. Este mecanismo se estudiara en medio acuoso,
lipidico 0 ambos, dependiendo de la solubilidad de los compuestos sulfurados.

= Estudiar los tipos de reaccién que este mecanismo incluye, es decir, transferencia
electronica y abstraccion de hidrégenos con conocidos radicales libres oxigenados de
diversa reactividad (*OH, *‘OCHs, *O0H, *‘O0CHs3, *OOCHCH; y “O0CCl3), en todas las
posiciones posibles. Determinar cual o cuales de estas reacciones son las que se llevan
a cabo principalmente en cada compuesto estudiado, asi como en qué posicién de la
estructura de cada compuesto se favorece la reaccidn.

= Determinar la forma en que el acido lipoico y el acido dihidrolipoico interactiian con
el Cu?+ para formar complejos de coordinaciéon en medio acuoso y si los atomos de
azufre juegan un papel importante dentro de los complejos méas estables acido
lipoico-Cu?+y acido dihidrolipoico-Cuz2+.

= Establecer si los complejos de cobre con acido dihidrolipoico disminuyen la constante
de velocidad para la reaccién inicial del ciclo de Haber-Weiss y, por tanto, la
produccién de radicales hidroxilo.

= Estudiar la reparacion de radicales centrados en carbono de la N-formil-leucinamida

con acido dihidrolipoico, como modelo de residuo proteico dafiado, mediante el
mecanismo de transferencia de hidrégeno de sus grupos tiol.
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5. METODOLOGIA COMPUTACIONAL

Para la realizacion de esta investigacion se utilizaron métodos de funcionales de la densidad
(DFT), los cuales han sido aplicados exitosamente con anterioridad en el grupo para predecir
AGs de reaccion y de activacion, mecanismos de reaccion y constantes de
velocidad.?59697.9899L,a metodologia que a continuacién se describe fue propuesta por Annia
Galano y ]. Ratl Alvarez-Idaboy® y ha sido probada para varios antioxidantes,
reproduciendo valores experimentales, termodinamicos y cinéticos, con precision.

En este trabajo se evaluaron tres aspectos reconocidos experimentalmente en los
antioxidantes: actividad antioxidante primaria, actividad antioxidante secundaria y
reparacién de biomoléculas. Estas nos dieron valiosa informacién para conocer la forma en
que estos antioxidantes reaccionan.

Primera etapa. Actividad antioxidante primaria.

Para evaluar este tipo de capacidad antioxidante, estudiamos el mecanismo atrapador de
radicales libres de diversos antioxidantes sulfurados. Se analizaron dos reacciones dentro de
este mecanismo:

e Transferencia electrénica,
e Abstraccion de hidrégeno.

Se analiz6é cada una de las dos reacciones con todos los antioxidantes, a su vez, cada
antioxidante frente a radicales de diversa reactividad: *‘OH, *OCHs, *OOH, *O0OCH3, *OOCHCH; y
*00CCl;3, todos radicales centrados en oxigeno.

Se model6 cada una de las estructuras que intervendran en cada reaccién a analizar, es decir,
reactivos (antioxidantes y radicales), estados de transicidn y productos. A todas las especies
modeladas se les realizé una optimizacion de geometria y calculo de frecuencias, usando el
funcional M06-2X y la base 6-31++G(d,p). Los minimos locales y estados de transicién se
identificaron mediante el nimero de frecuencias imaginarias (NIMAG), NIMAG=0 para los
minimos y NIMAG=1 para los estados de transicion. Los efectos de solvente fueron incluidos
usando el modelo SMD. Todo lo anterior se hizo utilizando el paquete de programas Gaussian
09101, El funcional arriba mencionado, asi como el método de solvente, son recomendados
para calculos termodindmicos y cinéticos y utilizados por varios investigadores para este
propdsito.10210310¢ Para verificar que cada estado de transiciébn encontrado conecta
correctamente con los reactivos y productos se hicieron calculos de Coordenada Intrinseca de
Reaccion.

Para determinar cuales son las reacciones termodindmicamente favorables se calculd la
diferencia de energia libre de Gibbs entre productos y reactivos, es decir, el AG de reaccién
(AGY). Para aquellas reacciones que cumplieron con el criterio anterior y por tanto son
exergodnicas se calcularon sus AG*y, con estos, sus constantes de velocidad.
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Los efectos de solvatacion fueron incluidos de acuerdo a las correcciones propuestas por
Okuno,105 tomando en cuenta la teoria de volumen libre.1% Estas correcciones estdn en
acuerdo con las obtenidas independientemente por Ardura y col.197 La expresion usada para
corregir la energia libre de Gibbs es:

AGEY = AGS,, — RT{In[n10®"=2)] — (n — 1)} (5.1)

Donde n representa la molecularidad de reaccién. De acuerdo a la expresion 5.1 el efecto de
solvatacidn causa una disminucién en el AG de 2.54 kcal/mol para una reacciéon bimolecular,
a298.15K.

Las constantes de velocidad asociadas a cada reacciéon de abstracciéon de hidrégeno se
calcularan utilizando la Teoria del Estado de Transicion108109.110 y e] estado estdndar 1 M,

k = o'kkBTTe_(Acz)/RT (52)

Donde ks y h son las constantes de Boltzman y Plank, AG* es la energia libre de Gibbs de
activacion (Gestado de transicion—Greactivos), O representa el numero de caminos de reaccion
degenerados, y x es la correccion por efecto tinel el cual sera calculado usando la
aproximacion del tinel por curvatura cero (ZCT por sus siglas en inglés: zero curvature
tunneling) usando una barrera Eckart.111.112

Para los mecanismos que envuelven transferencia electrénica, se utilizéo la teoria de
Marcus.113114 Esta depende del formalismo de la Teoria del Estado de Transicién, para la cual
se define una barrera de activacién de transferencia electrénica (AG7z) en términos de dos
pardmetros termodindmicos, la energia libre de reaccion (AGP;) y la energia de
reorganizacion nuclear ()

0
AGH =2 (1 +%E)2 (5.3)

La energia de reorganizacidn se calcula:
7\., = AETE - AG;‘)E (5.4)

Donde AE;g es calculada como la diferencia de energia (vertical) entre reactivos y productos
en la geometria de reactivos.

Cuando algunos de los valores de las constantes de velocidad se encontraron cerca del limite
por difusion, la constante de velocidad aparente (ks) no puede ser obtenida directamente a
partir de calculos utilizando la Teoria del Estado de Transicién (Ec. 5.2). En el presente
trabajo se utilizé la teoria de Collins-Kimball15 para corregir las constantes de velocidad (k) y
las constantes de velocidad aparentes se calculan:
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kpk
kap = 22 (5.5)

donde k es la constante de velocidad térmica obtenida de los calculos utilizando la Teoria del
Estado de Transicién (Ec. 5.2) y kp es la constante de velocidad del estado estacionario de
Smoluchowskillé para una reaccién bimolecular irreversible controlada por difusién:

kD = 4‘7TRDABNA (5.6)

donde R denota la distancia de reaccién, N4 es el nimero de Avogadro y D45 es el coeficiente
de difusion mutua del reactivo A (radical libre) y B (antioxidante).

DAB = DA + DB (5'7)
Day Dg se calculan a partir de la aproximacién de Stokes-Einstein!17:

p =8l (5.8)
6mna

Donde kg es la constante de Boltzman, T es la temperatura, 7 denota la viscosidad del
solvente y a es el radio del soluto.

Segunda etapa. Actividad antioxidante secundaria.

Para evaluar la capacidad antioxidante secundaria, estudiamos la formacién de los complejos
de coordinacién entre los acidos lipoico y dihidrolipoico con Cu2+ y Cu*. Calculamos las
constantes de formacién de los complejos Cu2*-(Ac. Lipoico)- y Cuz*-(Ac. Dihidrolipoico)-
utilizando la férmula:

_ 460

K = e (5.9)

Donde AGP° es la energia libre de formacion del complejo (Geomplejo - Greactivos), R €S 1a constante
de los gases y T es la temperatura (298.15 K).

Las constantes de formacién de los complejos Cu2+-(Ac. Dihidrolipoico)z se calcularon
mediante la formula:

o
K=o wro (5.10)

Donde
AG = 2.303RT (pK, — pH) (5.11)
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Tercera etapa. Reparacion de radicales en proteinas.

La ultima parte de este proyecto envuelve el estudio del mecanismo de la posible reparacion
del dafio por radicales libres a moléculas biolégicamente importantes como las proteinas.
Para efectuar esta parte se hard lo mismo que en la primera, con la diferencia que los
radicales serdn modelos de proteina dafiada (N-formil-leucinamina).

Abstraccién de hidrégeno:
Antioxidante + -Proteina — Antioxidante (-H) + Proteina (5.12)
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6. DISCUSION DE RESULTADOS.

6.1 ATRAPADORES DE RADICALES LIBRES

En este trabajo estudiamos tres formas en las que algunos compuestos sulfurados pueden
actuar como antioxidantes en el cuerpo humano. Estos son:

Como antioxidantes primarios, atrapadores de radicales libres.
Como antioxidantes secundarios, formando complejos con metales transicién.
Reparadores de biomoléculas.

Analizaremos cada una de estas tres formas de manera independiente.

Como atrapadores de radicales libres, los antioxidantes pueden actuar por medio de
diferentes mecanismos. Por las caracteristicas de los compuestos antioxidantes estudiados en
este trabajo, s6lo utilizamos dos mecanismos:

Transterencia electronica

Antioxidante + R* — Antioxidante(-e-) + R- (6.1)

Transferencia de hidrégeno

Antioxidante + R* — Antioxidante(-H) + R-H (6.2)

Utilizamos 6 radicales con diferente reactividad: *OH, *‘OOH, *‘OCH3, *‘OOCH3, *OOCHCH; y
*00CCls. El radical *OH ha sido incluido porque es cominmente utilizado en experimentos y es
el principal recurso del dafio bioldgico en organismos vivos. El *OCHz es un ejemplo de
radicales alcoxilo. El radical *OOH es un radical de reactividad relativamente baja que es capaz
de difundir a localizaciones celulares remotas ya que tiene tiempos de vida media del orden
de segundos. El comportamiento de los radicales *OOCH3; y *OOCHCH2, que son ejemplo de
radicales alquilperoxilo, es probablemente similar a los radicales peroxilo de gran tamafio, los
cuales son abundantes en sistemas bioldgicos. Finalmente, el *O0CCl; es un modelo para
radicales peroxilo muy electronegativos. Escogimos estos radicales debido a su importancia
en los procesos de estrés oxidativo. Ademas, los radicales de intermedia a baja reactividad han
sido recomendados para estudios sobre la actividad atrapadora relativa de radicales de

. 118,11
diferentes compuestos.*****

Debido a que algunos antioxidantes son solubles tanto en agua como en medio lipidico, se
llevé a cabo una optimizaciéon de geometria de los diferentes radicales libres, en ambos
medios. Las estructuras correspondientes a los minimos locales encontrados para estos seis
radicales se encuentran en la figura 6.1.
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Radicales Medio acuoso Medio lipidico
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*OOCHCH;,

*00CCl3

Figura 6.1. Estructuras optimizadas para seis radicales libres oxigenados en medio acuoso y en medio lipidico.

Para determinar, a nivel molecular, la capacidad antioxidante de los compuestos sulfurados
como atrapadores de radicales libres utilizamos cuatro compuestos conocidos y estudiados
experimentalmente:

Cisteina

Acido lipoico

Acido dihidrolipoico
Tiopronina

Para cada uno de estos antioxidantes hicimos un estudio termodinamico y un estudio cinético
de las reacciones de transferencia electréonica y todas las posibles reacciones de abstracciéon
de hidrégeno. Esto con el objetivo de determinar el o los mecanismos de reaccién favorecidos
en cada compuesto y la reactividad conferida a la molécula por la presencia de atomos de
azufre.

6.1.1 ACIDO LIPOICO Y ACIDO DIHIDROLIPOICO.

El 4cido lipoico y el acido dihidrolipoico son compuestos solubles tanto en agua como en
disolventes organicos, por esta razén analizamos su capacidad antioxidante en ambos medios.
En medio acoso y a pH fisiolégico (pH=7.4) el grupo carboxilo en ambos acidos se encuentra
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desprotonado, ya que los valores de pK, reportados para la desprotonacion de este grupo son
4.7-5.3 para el acido lipoico y 4.85 para el acido dihidrolipoico. Por esta razon, las especies
que se encuentran presentes, bajo estas condiciones, son sus correspondientes bases
conjugadas, es decir, el lipoato con una abundancia del 99.8% y el dihidrolipoato con el 99.7%
de abundancia. Esto se puede determinar mediante una grafica de fraccién molar en funcién
del pH. Las graficas obtenidas teniendo en cuenta los valores de pK. mencionados
anteriormente, se encuentran en el apéndice A. Tomando esto en cuenta, el lipoato y el
dihidrolipoato son las especies con las que haremos nuestro estudio en medio acuoso. En
medio lipidico el grupo carboxilo se encuentra protonado y son el acido lipoico y el acido
dihidrolipoico las especies a las que se les evaluaran sus propiedades antioxidantes.

Geometria.

Previo a cualquier calculo termodinamico o cinético, un paso importante es determinar la
estructura de cada una de las especies quimicas involucradas en las reacciones a estudiar. Asf,
presentamos las geometrias para el acido lipoico y el 4cido dihidrolipoico, tanto en medio
acuoso como en medio lipidico. Estas se encuentran completamente optimizadas a minimos
locales con el nivel de calculo M06-2x/6-314+4+G(d,p)//M06-2x/6-314++G(d,p) y estan
representadas en la Figura 6.2 con los valores principales de distancias de enlace y angulos de
enlace.

Medio acuoso Medio lipidico

TR ®

209)955

A. Lipoato B. Acido lipoico
—d

2

1.83

C. Dihidrolipoato D. Acido dihidrolipoico

Figura 6.2. Estructuras optimizadas para el 4cido lipoico y el 4cido dihidrolipoico en medio acuoso y en medio
lipidico.

Las reacciones de transferencia electronica y abstraccidn de hidrégeno para el acido lipoico y
el acido dihidrolipoico son:
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= Transferencia electrénica

Medio acuoso
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(6.5)

(6.6)
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=  Abstraccién de hidrégeno
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Medio lipidico
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Ya que describimos la geometria de los reactivos, ahora discutiremos las geometrias de los

productos que podrian formarse en cada mecanismo descrito en la reacciones 6.3-6.10. Es

importante destacar que, en algunas reacciones, los reactivos podrian ser mas estables que los
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productos, en estos casos no seria necesario calcular sus constantes de velocidad, pero es
importante tener en cuenta la geometria mas estable en los productos para determinar, de
primera instancia, si la reaccion es o no favorecida termodindmicamente.

Las etiquetas establecidas para los diferentes 4tomos (carbono y azufre) en el lipoato, las
cuales nos facilitaran el manejo de los resultados, son representadas en la figura 6.3, en esta
misma figura se encuentran las etiquetas para los distintos 4tomos en el dihidrolipoato, el
acido lipoico y el acido dihidrolipoico.

WRENE

A. Lipoato B. Dihidrolipoato
I
2 ¥
5 <
J
C. Acido lipoico D. Acido dihidrolipoico

Figura 6.3. Etiquetas para los 4tomos en el lipoato y en el dihidrolipoato.
Transferencia electronica.

En la transferencia electrénica el lipoato y el dihidrolipoato (que son aniones) formara el
lipoato radical y el dihidrolipoato radical, respectivamente, mientras que el acido lipoico y el
acido dihidrolipoico (especies neutras) formaran sus respectivos cation-radicales, cuyas
geometrias se representan en la figura 6.4.

Si comparamos los valores en las distancias de enlace, angulos de enlace y algunos angulos
diedros entre el lipoato anidn (reactivo) y el lipoato radical (producto), encontramos que las
mayores diferencias estdn en los valores en el anillo, siendo los mas destacados, los angulos
formados entre C7-C8-S2, entre C8-S2-S1 y entre C6-S1-S2, asi como los dos angulos diedros:
C5-C6-C7-C8 y C6-S1-S2-C8. Al comparar el dihidrolipoato anién (reactivo) y dihidrolipoato
radical (producto), las mayores diferencias se tienen para los angulos formados entres los
atomos C8-S2-H y entre C7-C8-S2-H. Estos cambios en los dngulos y algunas distancias de
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enlace alrededor de los atomos de azufre podrian deberse a que es en estos sitios de donde se
transfiere el electrén en medio acuoso, mas adelante se profundizara sobre este aspecto.

Medio acuoso Medio lipidico

F)
‘ ) SX 98.7 %7 7 'J
1.84 J e ' J

87
6 J 1.34
1.99'¥ 98

A. Lipoato radical B. Acido lipoico cation radical

C. Dihidrolipoato radical D. Acido dihidrolipoico cation radical
Figura 6.4. Estructuras optimizadas para los productos de la reaccion de transferencia electrénica a partir del 4cido
lipoico y del acido dihidrolipoico en medio acuoso y en medio lipidico.

Después de la transferencia electrénica en pentiletanoato, los valores en las distancias de
enlace no cambian significativamente, ni para el acido lipoico ni para el acido dihidrolipoico.
Podemos ver un ligero cambio en los enlaces entre C6-S1 y C8-S2. Mayores diferencias se
pueden observar en los valores de los angulos de enlace y angulos diedrales. Al igual que en
medio acuoso, en medio lipidico estas diferencias se presentan en los dngulos del anillo que
contiene el enlace disulfuro, en el acido lipoico, asi como también en los angulos cercanos a los
grupos tiol en el acido dihidrolipoico.

Abstraccion de hidrogeno.

En el lipoato encontramos siete hidrégenos unidos a carbono en diferente ambiente quimico
y, por tanto, con la posibilidad de ser abstraidos por los radicales. Las abstracciones de estos
hidrégenos han sido etiquetadas dependiendo del carbono al que estan unidos y usando las
etiquetas de los atomos descritos en la figura 6.3. Las abstracciones de los hidrégenos unidos
a los atomos de azufre se etiquetaron de acuerdo a la posicidon que ocupa el carbono al que se
encuentra unido, siendo el hidrogeno S1 el perteneciente al grupo tiol mas cercano al grupo
carboxilo y S2 el hidrégeno de grupo tiol mas alejado. Los productos que se obtendrian de
todas las posibles reacciones de abstraccién de hidrogeno en el acido lipoico y en el acido
dihidrolipoico, tanto en medio acuoso como en medio lipidico se presenta en las figuras 6.5 y
6.6
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Es importante mencionar que las abstracciones de hidrégeno en los grupos -CH:-,
independientemente del hidrégeno que se abstraiga, originaran el mismo producto —*CH-.
Dicho en otras palabras, la abstraccién de cada uno de los dos hidrogenos de estos grupos
dara como resultado una constante de velocidad con el mismo valor, es decir, son caminos de
reaccion degenerados. Por lo anterior, en el estudio cinético de estas reacciones s6lo se
calculari la constante de velocidad asociada a la abstraccion de uno de estos hidrégenos y se
multiplicara por dos (o = 2, nimero de caminos de reaccién degenerados).

Los productos de abstraccién de hidrégeno en estos compuestos son independientes del
radical con el que reaccione, es decir, son los mismos. En las figuras 6.5 y 6.6 se encuentran
todas las geometrias producto de la abstraccidn de un hidrégeno, en medio acuoso y en medio
lipidico. Tanto para el lipoato como para el acido lipoico, la abstraccién de uno de los
hidrégenos de la cadena de carbonos modifica la geometria del carbono al que se le abstrae el
hidrégeno, es decir, cambia de una geometria tetraédrica a una geometria trigonal, lo que
ocasiona un ligero cambio en los dngulos diedros vecinos a ese carbono. Para el dihidrolipoato
y el acido dihidrolipoico ocurre lo mismo en la geometria de los carbonos a los que se les
abstrajo un hidrégeno con los radicales, en algunos de ellos, este cambio de geometria en el
carbono permite que el grupo carboxilo y el grupo tiol en C8 se acerquen, como ocurre en la
AH-C3 del dihidrolipoato y en la AH-C4 del acido dihidrolipoico.

Los productos que formaran los radicales oxigenados utilizados en este estudio dependeran
de lareaccion que estén llevando a cabo. Después de una reaccién de transferencia electrénica
cada uno de los radicales oxigenados formara el anién correspondiente. Por otra parte,
después de una reaccién de abstraccion de hidrégeno, el oxigeno que contiene el radical se
hidrogenara. Las estructuras de los productos formados a partir de los radicales oxigenados
se encuentran presentes en la figura 6.7, donde cada una tiene los principales valores en las
distancias de enlace y angulos de enlace.
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Estudio termodinamico.
Fase acuosa

La forma en la que comenzamos el analisis de estas reacciones es mediante un estudio
termodinamico, calculando los valores de AGY (Energia libre de Gibbs de productos - Energia
libre de Gibbs de reactivos) para todas las reacciones propuestas con el objetivo de
determinar las favorecidas termodindmicamente, en otras palabras aquellas reacciones
exergodnicas.

En las siguientes tablas (6.1 y 6.2) se presentan los valores del AG? tanto para las reacciones
del lipoato como para las del dihidrolipoato, ambos en fase acuosa. Estos valores se presentan
para el mecanismo de transferencia electrénica (TE), asi como también para el mecanismo de
abstraccion de hidrogeno (AH) de todos los sitios posibles de estos dos compuestos.

Tabla 6.1. AG? para la transferencia electrénica (TE) y abstraccién de hidrégeno (AH) en el lipoato con seis diferentes
radicales. Disolvente = agua.

*‘OH *OCH;s *‘O0OH *O0CH;s *O0CHCH: *00CCls

TE -6.1 5.0 17.9 26.0 20.0 -3.5
AH-C2 -28.1 -12.8 4.1 5.8 4.5 -3.6
AH-C3 -23.9 -8.7 8.2 9.9 8.6 0.5
AH-C4 -23.6 -8.4 8.5 10.2 8.9 0.8
AH-C5 -24.3 -9.0 7.8 9.5 8.2 0.1
AH-C6 -29.0 -13.7 3.1 4.9 3.6 -4.6
AH-C7 -24.8 -9.6 7.3 9.0 7.7 -0.4
AH-C8 -27.4 -12.1 4.8 6.5 5.1 -3.0

Tabla 6.2. AG? para la transferencia electrénica (TE) y abstraccién de hidrégeno (AH) en el dihidrolipoato con seis
diferentes radicales. Disolvente = agua.

*‘OH *OCH3 *‘OOH *O0CH3 *OOCHCH: ‘00CCl3

TE 19.1 30.0 43.0 51.2 45.2 28.7
AH-C2 -27.9 -12.6 4.3 6.0 4.7 -3.4
AH-C3 -24.3 -9.0 7.8 9.5 8.2 0.1
AH-C4 -25.4 -10.2 6.7 8.4 7.1 -1.0
AH-C5 -23.3 -8.0 8.9 10.6 9.3 1.1
AH-C6 -29.1 -13.8 3.1 4.8 35 -4.7
AH-C7 -26.3 -11.0 5.9 7.6 6.3 -1.8
AH-C8 -26.8 -11.5 5.4 7.1 5.8 -2.3
AH-S1 -37.8 -22.6 -5.7 -4.0 -5.3 -13.4
AH-S2 -37.2 -21.9 -5.1 -3.4 -4.7 -12.8
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En las tablas 6.1 y 6.2 estdn sombreadas aquellas reacciones favorecidas
termodinamicamente, es decir, los productos formados tienen energia libre de Gibbs menor a
la de los reactivos. Para estas reacciones optimizamos la geometria del estado de transicion
correspondiente y, a partir de éste, su constante de velocidad asociada, estos resultados se
mostraran mas adelante en el estudio cinético.

En cuanto al mecanismo de transferencia electrénica, las reacciones del lipoato con *OH y con
*00CCl; son las Unicas exergdnicas. Para el dihidrolipoato, dentro de este mismo mecanismo,
la reaccion es endergdnica con todos los radicales utilizados, es decir, la reaccién inversa a la
descrita en la reacciéon 6.4 sera la favorecida en estas condiciones.

En ambas tablas vemos que, para los radicales *OH y *OCHj3 todas las posibles abstracciones de
hidrégeno son termodindmicamente favorables, tanto para el lipoato como para el
dihidrolipoato.

Esta situacion cambia con los radicales alquilperoxilo, el Unico enlace que es lo
suficientemente débil para ser roto por estos radicales es el S-H. El enlace H-O0 en HOOR es
mucho mas débil que el enlace H-0 en la molécula H20 y no es lo suficientemente fuerte para
favorecer la ruptura de un enlace C-H. Por tanto, las Uinicas reacciones exergénicas con los
radicales *OOH y *O0OCH3 son las abstracciones de hidrégeno de los grupos tiol.

Es notable que las abstracciones de los hidrégenos unidos a los azufres, en el dihidrolipoato,
son exergonicas con todos los radicales, aunque las mayores diferencias se observan para los
radicales *OH y °*OCH3 y °OOCCls. Para este ultimo radical ademdas son favorecidas
termodinamicamente aquellas abstracciones de los hidrégenos unidos a los carbonos a a los
azufres (C6 y C8) y al carbono o al grupo carbonilo (C2). Estas tablas nos permiten, de
primera instancia, conocer la alta reactividad del enlace S-H y, aunque era de esperarse, se
observa que reacciona incluso con radicales de baja reactividad como el *‘O0OH, *‘OOCH3 y
*O0CHCH,.

Fase lipidica.

De la misma forma, hicimos el andlisis termodinamico para el acido lipoico y para el acido
dihidrolipoico pero ahora en fase lipidica. Para simular este medio utilizamos pentiletanoato
como disolvente. Los resultados de AGY para los mecanismos de TE y AH en el acido lipoico y
en el acido dihidrolipoico, bajo estas condiciones, se presentan en la tabla 6.3 y 6.4,
respectivamente.
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Tabla 6.3. AG? para la transferencia electrénica (TE) y abstraccion de hidrégeno (AH) en el acido lipoico con seis
diferentes radicales. Disolvente = Pentiletanoato.

*‘OH *OCH;3 HOO- *O0CH3 *0O0CHCH: *00CCl3

TE 49.4 59.8 69.5 70.1 58.7 37.0
AH-C2 -24.3 -9.1 8.1 10.2 9.0 1.6
AH-C3 -19.9 -4.6 12.6 14.7 13.5 6.0
AH-C4 -20.4 -5.1 12.0 14.1 13.0 55
AH-C5 -22.1 -6.8 10.3 12.4 11.3 3.8
AH-C6 -25.6 -10.4 6.8 8.9 7.7 0.3
AH-C7 -21.2 -5.9 11.2 13.3 12.2 4.7
AH-C8 -24.3 -9.0 8.2 10.3 9.1 1.6
AH-O 6.4 21.7 38.8 40.9 39.7 32.3

Tabla 6.4. AG? para la transferencia electrénica (TE) y abstraccién de hidrégeno (AH) en el dcido dihidrolipoico con
seis diferentes radicales. Disolvente = Pentiletanoato.

*OH *OCH3 HOO- *O0CH3 *OOCHCH: *00CCl3

TE 73.5 83.9 93.6 94.2 82.8 61.1
AH-C2 -25.4 -10.1 7.0 9.2 8.0 0.5
AH-C3 -19.6 -4.3 12.9 15.0 13.8 6.3
AH-C4 -21.7 -6.4 10.7 12.8 11.7 4.2
AH-C5 -21.8 -6.5 10.6 12.7 11.6 4.1
AH-C6 -25.1 -9.9 7.3 9.4 8.2 0.8
AH-C7 -21.7 -6.4 10.8 129 11.7 4.2
AH-C8 -23.4 -8.1 9.0 11.1 10.0 2.5
AH-S1 -35.3 -20.0 -2.8 -0.7 -1.9 -9.4
AH-S2 -33.7 -18.4 -1.3 0.8 -0.4 -7.8
AH-O -5.9 9.4 26.5 28.6 27.5 20.0

Las diferencias de los valores de AG? entre medio acuoso y medio lipidico no son muy grandes.
Sin embargo, las reacciones en agua son sistematicamente mas exergonicas por 1-6 kcal/mol
que en pentiletanoato. Estas diferencias son mayores para las reacciones con el radical
*00CCls.

Como se esperaba, los resultados obtenidos dentro del estudio para el mecanismo de TE
muestran AG® mayores a 37 kcal/mol para el acido lipoico y el acido dihidrolipoico, con todos
los radicales, debido a que los productos aniénicos no se estabilizan en solventes no polares.
Estos valores tan altos en el AG? nos permiten establecer que todas las reacciones son
endergonicas y que se efectuaran con constantes de velocidad muy pequefias y, por tanto, no
tendran un peso significativo en la constante de velocidad global. Por tal motivo no se
incluirdn en el andlisis cinético para estos compuestos.
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En cuanto al mecanismo de AH se observa un comportamiento similar al obtenido en el
lipoato y en el dihidrolipoato donde todas las abstracciones son termodinamicamente
favorables con los radicales *OH y *OCHs. Ademas, las abstracciones de los hidrégenos unidos
a los atomos de azufre presentan un caracter exergdnico con todos los radicales. En cuanto a
la abstraccién de hidrégeno del grupo carboxilo, encontramos que Unicamente en el acido
dihidrolipoico y con el radical hidroxilo es ligeramente exergdnica, bajo estas condiciones.

Estudio cinético.
Fase acuosa.

Para todas aquellas reacciones de abstraccién de hidrégeno exergénicas, como se habia
mencionado, se determinaron las estructuras de los estados de transiciéon correspondientes
para cada hidrégeno, con la intencién de determinar las diferencias entre la energia de éstos y
los reactivos, antioxidante + radical (energia de activacién, AG*) y, con ésta, calcular el valor
en su constante de velocidad.

En las tablas 6.1-6.4 podemos ver que las reacciones de abstraccién de hidrégeno con el *OH
son las mas exergodnicas. Este radical es muy reactivo, esto se debe, principalmente, a que el
enlace O-H en la molécula de agua es muy fuerte. Por esta razdn, el *OH sera poco selectivo en
las reacciones de abstraccién de hidrégeno, ademds, se espera que sus constantes de
velocidad sean de una magnitud similar y controladas por difusién, como se ha reportado que
ocurre con otras moléculas antioxidantes de estructura similar, como el glutatién.120 Por
tanto, los valores para las AG* y las constantes de velocidad para las reacciones de abstracciéon
de hidrogeno con el radical hidroxilo (*OH) no se calcularon.

Las estructuras de los estados de transicion para las abstracciones de los diferentes
hidrégenos en el lipoato se muestran en las figuras 6.8 y 6.9. Mientras que los estados de
transicion para las reacciones de abstraccién de hidrogeno en el dihidrolipoato estan en las
figuras 6.10-6.14.

Los valores para la energia libre de Gibbs de activacién (AGt) y las constantes de velocidad (k)
que corresponden a las reacciones exergonicas en la abstraccion de hidrogeno y transferencia
electrénica en el lipoato y en el dihidrolipoato se encuentran en las tablas 6.5 y 6.6,
respectivamente.
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Figura 6.8. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del lipoato con el
radical *OCHs.
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Figura 6.9. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del lipoato con el
radical *O0CCls.
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Tabla 6.5. Constantes de velocidad (k) y energia libre de Gibbs de activacién (AG#) para la abstraccién de hidrégeno
(AH) y para la transferencia electrénica (TE) en el lipoato con los radicales *‘OCHs y *O0CCls. Disolvente = agua.

*OCH3 *00CClI3

AG#(kcal/mol) k(M-ts-1) AG#(kcal/mol) k(M-ts-1)

TE - 5.4x10¢ - 2.2x108
AH-C2 9.2 8.2x 106 12.6 4.6 x 104
AH-C3 8.3 2.6x107 111 2.0x105
AH-C4 10.6 7.4x10° 14.9 5.7 x 102
AH-C5 11.9 1.2x105 12.7 2.4x10%
AH-C6 7.9 1.1x 107 9.1 29x10¢6
AH-C7 12.0 1.2x105 13.2 1.7x 104
AH-C8 8.5 6.9 x 106 8.8 4.6 x 106
total - 5.86 x 107 - 2.26x108

Total(exp) 1.8 x 108121
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I. AH-S2
Figura 6.10. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del
dihidrolipoato con el radical ‘OCHs.
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Figura 6.11. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del
dihidrolipoato con el radical *OOH.

A. AH-S1 B. AH-S2
Figura 6.12. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del
dihidrolipoato con el radical *OOCH:s.
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A. AH-S1 B. AH-S2
Figura 6.13. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstracciéon de hidrégeno del
dihidrolipoato con el radical *OOCHCHz.

C. AH-C4 D. AH-C5
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E. AH-C6

H. AH-S1

I. AH-S2

Figura 6.14. Geometrias para los estados de transicion en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del
dihidrolipoato con el radical *‘OOCCls.
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Tabla 6.6. Constantes de velocidad (k) y energia libre de Gibbs de activacién (AG*) para la abstraccion de hidrégeno (AH) en el dihidrolipoato con cinco diferentes radicales.

Disolvente = agua.
*OCH3 *‘OOH *0O0CH3 *O0OCHCH: *00CCl3
AG* k AG* K AG* K AG* k AG* k

(kcal/mol) (M-1s-1) (kcal/mol) (M-1s-1) (kcal/mol) (M-1s1) (kcal/mol) (M-1s1) (kcal/mol) (M-1s-1)
AH-C2 9.5 5.6x 106 13.0 2.3 x 104
AH-C3 10.4 8.8x 105 10.6 6.2 x 105
AH-C4 11.0 3.9x105 12.2 4.7 x 104
AH-C5 11.7 1.7 x 105 12.5 3.9x 104
AH-C6 8.6 5.4x 106 10.0 8.9x105
AH-C7 10.6 1.2x 106 12.7 3.4x104
AH-C8 9.4 2.0x 106 10.8 2.0x 105
AH-S1 7.3 6.1x 107 16.2 9.0 x 102 15.7 2.0x103 13.2 6.1 x 104 12.4 2.1x105
AH-S2 6.9 5.1x107 6.4 1.3x108 13.4 4.0 x 104 13.0 3.6 x104 11.8 2.6x105
Total - 1.3x108 - 1.3x108 - 4.2x104 - 9.7 x 104 - 2.3x 106

Total(exp) 1.32 x 108®) 2.7 x 107121)

b Suponiendo que la constante de velocidad del O,*~ es debido a su acido conjugado (*OOH) con una fraccién molar de 0.0025 a pH 7.4.138



Las comparaciones entre lipoato y dihidrolipoato revelan que este ultimo es mucho mas
reactivo. La tendencia observada en la AG* hace evidente que los grupos SH son los
responsables de la mayor capacidad antioxidante en el dihidrolipoato, estas barreras son
menores en casi todos los casos. También se observa que, incluso para un radical poco
selectivo como lo es el *OCHj3 la barrera energética para el sitio SH (S2) en el dihidrolipoato es
1 kcal/mol menor que el valor mas bajo de AG* para el lipoato. De todos los canales de
reaccion estudiados solo las reacciones de abstraccion de hidrégeno de los grupos tiol son las
responsables de la actividad antioxidante del par lipoato/dihidrolipoato. S6lo en el caso del
*00CCl3, las reacciones de abstraccién en C3, C6 y C8 compiten con las reacciones de
abstraccion de hidrogeno de los grupos tiol.

Al comparar los resultados para las contantes de velocidad de las reacciones de abstraccion de
hidrégeno del lipoato (tabla 6.5) por el radical metoxilo encontramos que los mayores valores
son para los hidrégenos de los carbonos a y B al grupo carboxilo (C2 y C3) y los hidrégenos de
los carbonos o a los atomos de azufre (C6 y C8). Mientras que para las reacciones de
abstraccion de hidrégeno del dihidrolipoato (tabla 6.6) con el mismo radical, estos canales de
abstracciéon también son importantes, pero sobretodo los son las abstracciones de los
hidrégenos de los grupos tiol (S1 y S2), los cuales tienen los valores mas altos en sus
constantes de velocidad.

Es importante mencionar que los radicales *O0OCCl; y °*OCHz pueden reaccionar con
velocidades similares con moléculas bioldgicas estructuralmente equivalentes. Se considera
que un buen antioxidante es aquel que reacciona mas rapido con moléculas oxidantes que
moléculas como proteinas o ADN. Este no es el caso de lipoato con la mayoria de los radicales
utilizados en el estudio.

Si comparamos Unicamente los valores de las constantes de velocidad para las abstracciones
de los hidrégenos de los dos grupos tiol en el dihidrolipoato, vemos que la mayor diferencia es
para aquellas efectuadas con el radical *OOH. La abstracciéon de hidrégeno del tiol terminal
(S2) ocurre casi 105 veces mas rapido que la abstraccion de hidrégeno del tiol unido a C6 (S1),
y es mas rapida que cualquiera de las abstracciones de hidrogeno en el lipoato. La explicacion
a esta diferencia puede estar en la estructura del estado de transiciéon correspondiente a esta
reaccidon (AH-S2, figura 6.11). En agua, el grupo carboxilo desprotonado del dihidrolipoato y
el hidrogeno electro deficiente del radical *OOH forman un enlace de hidrégeno muy fuerte.
Resulta en un AG* mucho menor que el que se espera teniendo solamente en cuenta la energia
de disociacién del enlace S-H y la energia de formaciéon del enlace H—OOH. Aunque el
dihidrolipoato tiene dos grupos S-H, s6lo uno de ellos puede tener la conformacién apropiada
para la formacion del enlace de hidrogeno. El otro grupo tiol puede usarse para notar la
magnitud de este efecto, mostrada en la tabla 6.6, el estado de transicién de la abstraccién de
hidrégeno en S2 es aproximadamente 10 kcal/mol méas estable que la abstraccién de
hidrégeno en S1. Este fendmeno no ocurre en medio lipidico donde el grupo carboxilo se
encuentra protonado.



Para analizar la importancia relativa de los diferentes canales de abstraccién de hidrégeno, en
las tablas 6.7 y 6.8 se presentan los porcentajes correspondientes a la abstraccion de cada
hidrégeno, obtenidos a partir de los valores de las constantes de velocidad mediante la
siguiente férmula:

ki
%; = (6.11)

k total

Con estas tablas podemos ver con mayor facilidad que los valores mayores son para las
abstracciones de los grupos tiol del dihidrolipoato.

Tabla 6.7. Porcentajes para las abstracciones de hidrogeno (AH) en el lipoato con los radicales *O0CH3 y “O0CCls.
Disolvente = agua.

*OCH3 *00CCl3

AH-C2 15.5 0.6
AH-C3 48.2 2.5
AH-C4 1.4 0.0
AH-C5 0.2 0.3
AH-C6 21.5 37.7
AH-C7 0.2 0.2
AH-C8 13 58.7

Tabla 6.8. Porcentajes para las abstracciones de hidrogeno (AH) en el dihidrolipoato con cinco diferentes radicales.
Disolvente = agua.

*OCH3 *‘OOH ‘O0CHz  “OOCHCH: +0O0CCls
AH-C2 4.4 --- --- --- 1.0
AH-C3 0.7 ~-- ~—- --- 26.9
AH-C4 0.3 --- --- --- 2.0
AH-C5 0.1 ~-- ~—- --- 1.7
AH-C6 4.2 --- --- --- 38.4
AH-C7 0.9 --- --- --- 1.5
AH-C8 1.6 --- --- --- 8.4
AH-S1 47.9 0.0 4.7 63.0 9.0
AH-S2 39.9 100.0 95.3 37.0 11.1

Finalmente se calcularon las constantes de velocidad asociadas al mecanismo de transferencia
electronica, tanto para el lipoato como para el dihidrolipoato. Estos valores se muestran en las
tablas 6.9 y 6.10, asi como los parametros necesarios para su calculo.

60



Tabla 6.9. Valores para A, AG#, y constantes de velocidad en el mecanismo de transferencia electrénica entre el
lipoato y seis diferentes radicales. Disolvente = agua.

A (kcal/mol) AG# (kcal/mol) k (M-1s1) kap(M-1s-1)

‘OH 19.93 2.23 1.4x 1011 7.80x10°
*‘O0OH 30.10 18.70 1.2x101
*OCH3 26.49 9.10 5.4 x10¢
*0O0CH3 23.01 25.61 1.1x10¢
*O0CHCH 24.80 19.68 2.3x102
*00CCls 3191 6.06 2.2x108

Tabla 6.10. Valores para A, AG#, y constantes de velocidad en el mecanismo de transferencia electrénica entre el
dihidrolipoato y seis diferentes radicales. Disolvente = agua.

A (kcal/mol) AG# (kcal/mol) k(M-1s1)

‘OH 13.56 18.25 2.58x 101
*‘O0OH 23.73 45.31 3.75x 1021
*OCHs 20.12 30.07 5.62x10-10
*00CH3 16.63 66.80 6.61x 1037
*OOCHCH: 18.43 52.68 1.51x10-26
*00CCl; 18.43 28.65 6.13x10°

De todas las reacciones descritas en la Tabla 6.9, sélo la constante de velocidad para la
reaccidon con el radical *OH tiene un valor cercano al limite por difusién, por lo que también se
determiné el valor de la constante de velocidad aparente (kip). Para el *‘OH, el *OCHs y el
*00CCl; se obtienen las constantes de velocidad mayores. Mientras que las constantes de
velocidad para la transferencia electronica en el dihidrolipoato son muy pequeiias con todos
los radicales, como mencionamos anteriormente, estas reacciones no se llevan a cabo.

Fase lipidica

De la misma forma en la que realizamos el estudio cinético para las reacciones del lipoato y
del dihidrolipoato con diferentes radicales, lo hicimos para estos dos antioxidantes, pero en
pentiletanoato. Como se menciond anteriormente, para esta fase sélo se hizo el analisis sobre
la reacciéon de abstraccion de hidréogeno debido a que las reacciones de transferencia
electronica son muy endergénicas con todos los radicales utilizados. Los estados de transicion
completamente optimizados para las abstracciones de hidrégeno en el lipoato con los
radicales *OCH3 y *OOCCI; se presentan en las figuras 6.15 y 6.16, respectivamente. Mientras
que los estados de transicion para las reacciones de abstraccién de hidrégeno con acido
dihidrolipoico con los diversos radicales utilizados estan presentes en las figuras 6.17- 6.21.
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Figura 6.15. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del acido lipoico
con el radical *OCHs.
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A. AH-C2 B. AH-C6

)
J J
C. AH-C8
Figura 6.16. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del acido lipoico
con el radical “O0CCls.

Al igual que para el lipoato, en el acido lipoico en fase lipidica las abstracciones de hidrégeno
con el radical metoxilo que tienen constantes de velocidad mayores, son aquellos que se
encuentran unidos a los carbonos a al grupo carbonilo y o a los &tomos de azufre (tabla 6.11).

La tabla 6.12 presenta los resultados obtenidos para las reacciones de abstracciéon de
hidrégeno en acido dihidrolipoico (en fase lipidica). Esta tabla demuestran que las reacciones
de abstraccidn de los hidrégenos unidos a los carbonos o a los &tomos de azufre (C6 y C8) son
los que tienen las constantes de velocidad mayores ademas de los hidrégenos de los grupos
tiol (S1 y S2). Sin embargo, en el dihidrolipoato se obtuvo que el hidrégeno en S2 es el que con
mayor facilidad se abstraia (con constantes de velocidad mayores) con casi todos los
radicales, mientras que en el acido dihidrolipoico esa tendencia se invierte y la posicion en S1
tiene una ligera energia libre de activacion menor porque S1 esta unido a un atomo de
carbono terciario.

En medio lipidico el grupo carboxilo estd protonado y asi el enlace de hidrégeno entre el
oxigeno de este grupo y el hidrogeno del radical *OOH (AH-S2, figura 6.18) es mucho mas
débil y no tiene efecto en la energia libre de activacion.
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Tabla 6.11. Constantes de velocidad (k) y energia libre de Gibbs de activacién (AG#) para la abstraccion de hidrégeno
(AH) en el 4cido lipoico con los radicales *OCHs y *OOCCls. Disolvente = pentiletanoato.

*OCH3 *00CClI3
AG#(kcal/mol) k(M-ts-1) AG#(kcal/mol) k(M-1s-1)
AH-C2 13.7 1.3x 104 20.3 8.8x101
AH-C3 13.0 2.4x104 - -
AH-C4 13.9 54x103 - -
AH-C5 14.1 4.8x103 - -
AH-C6 10.1 4.8x105 11.7 2.9x 104
AH-C7 14.6 3.6x103 - -
AH-C8 9.7 1.1x 1096 13.3 2.7x103
total - 1.6 x 106 - 3.2x104
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I. AH-S2
Figura 6.17. Geometrias para los estados de transicion en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del acido

dihidrolipoico con el radical *OCHs.
¥
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A. AH-S1 B. AH-S2
Figura 6.18. Geometrias para los estados de transicion en las reacciones de abstraccion de hidrégeno del acido
dihidrolipoico con el radical “OOH.
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A. AH-S1 B. AH-S2

Figura 6.19. Geometrias para los estados de transicién en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del acido
dihidrolipoico con el radical *‘OOCHs.
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A. AH-S1 B. AH-S2
Figura 6.20. Geometrias para los estados de transicidn en las reacciones de abstraccién de hidrégeno del acido
dihidrolipoico con el radical *OOCHCH2.

A. AH-C2 B. AH-Ce6
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C. AH-C8

E. AH-S2

Figura 6. 21. Geometrias para los estados de transicion en las reacciones de abstraccion de hidrégeno del acido
dihidrolipoico con el radical *‘OOCCls.
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Tabla 6.12. Constantes de velocidad (k) y energia libre de Gibbs de activacién (AG#) para la abstraccién de hidrégeno (AH) en el 4cido dihidrolipoico con cinco diferentes
radicales. Disolvente = pentiletanoato.

*OCH3 *OOH *‘O0CH3 *OOCHCH: *00CCl3
AG# k AG* k AG* k AG* k AG* k

(kcal/mol) (M-ts-1) (kcal/mol) (M-1s1) (kcal/mol) (M-1s1) (kcal/mol) (M-1s1) (kcal/mol) (M-ls1)
AH-C2 13.6 1.9x 104 20.1 1.11
AH-C3 14.4 3.1x103
AH-C4 13.6 6.6 x 103
AH-C5 14.6 3.1x103
AH-C6 8.9 49x 106 13.6 2.2x103
AH-C7 13.8 9.4x103
AH-C8 11.8 5.6x10* 14.2 8.7 x 102
AH-S1 7.1 7.0x 107 15.2 2.1x103 16.2 4.1x102 15.2 1.5x103 13.5 2.2x104
AH-S2 8.7 3.3x10¢ 15.5 9.0 x 102 16.6 1.2x 102 16.7 1.1x102 13.6 9.3x103

Total - 7.8 x 107 - 3x103 - 5.3x102 - 1.6x103 - 3.4x104




El porcentaje que le corresponde a cada canal de abstraccidn de hidrégeno en el acido lipoico
y en el cido dihidrolipoico lo muestran las tablas 6.13 y 6.14.

Tabla 6.13. Porcentajes para las abstracciones de hidrégeno (AH) en el 4cido lipoico con radicales *OCHs y *OOCCls.
Disolvente = pentiletanoato.

*OCH3 *00CCl3
AH-C2 0.80 0.00
AH-C3 1.48 -
AH-C4 0.33 -
AH-C5 0.29 -
AH-C6 29.29 91.63
AH-C7 0.22 ---
AH-C8 67.59 8.36

Tabla 6.14. Porcentajes para las abstracciones de hidrégeno (AH) en el 4cido dihidrolipoico con cinco diferentes
radicales. Disolvente = pentiletanoato.

*OCH3 *OOH ‘O0CHs  *OOCHCH:  -0OO0CCls
AH-C3 0.02 0.00
AH-C3 0.00
AH-C4 0.01
AH-C5 0.00
AH-C6 6.21 6.50
AH-C7 0.01
AH-C8 0.07 2.55
AH-S1 89.47 69.71 76.92 92.92 63.82
AH-S2 4.19 30.29 23.08 7.08 27.13

El orden de reactividad para los radicales dentro de las reacciones de abstraccién de
hidrégeno en agua es: *OOH = *OCHz > *O0CHCH; > *OOCH3z. Mientras que en medio lipidico, el
orden es: *OCHz > *OOCHCH; > “O0CH3 > *O0H es decir, el enlace de hidrégeno en el estado de
transicion entre H—0O y el grupo carboxilato invierte el orden de reactividad, transformando
el radical menos reactivo, *OOH en el mas reactivo.

Todos estos resultados revelan que existen grandes diferencias entre la reactividad del acido
lipoico y el acido dihidrolipoico, tanto en medio acuoso como en medio lipidico. El acido
lipoico, contrario a lo que cominmente se asume, no puede ser considerado como un
antioxidante porque, aunque es capaz de depurar al *OH y al *OCHj3, reacciona con ellos con
constantes de velocidad que son similares a las reacciones entre radicales libres y objetivos
bioldgicos. Por otra parte, el acido dihidrolipoico es capaz de reaccionar con radicales de baja
reactividad como el *OOH con constantes de velocidad altas Esta es una conclusién muy
importante de este trabajo.



6.1.2 CISTEINA

La cisteina presenta tres valores de pKa:

PKat 1.71 Desprotonacién del grupo a-carboxilo
PKaz 8.33 Desprotonacidn del grupo tiol
PKaz 10.78 Desprotonacién del grupo a-amino

La figura C3, en el apéndice C, deja ver que a pH = 7.4 la forma 2, forma zwiteridnica, presenta
una abundancia del 89.5% mientras que la forma 3, forma anioénica, el 10.5%. Por tanto, son
estas dos especies las que se tienen que considerar para el estudio completo de la capacidad
antioxidante de la cisteina.

Geometria.

La estructura mas estable obtenida con el método de calculo M06-2X/6-31++G(d,p)// M06-
2X/6-31++G(d,p) para la cisteina zwiteriénica se muestra en la figura 6.22.A. En ésta, el
hidrégeno del grupo tiol apunta al grupo carboxilo, que se encuentra desprotonado. Algunos
valores en las distancias de enlace y angulos de enlace se presentan en la misma figura. La
estructura de la cisteina anidénica tiene practicamente la misma geometria que la cisteina
zwiteridnica, sin embargo, el azufre se encuentra mas alejado el grupo carboxilato debido a
que se encuentra desprotonado y por tanto cargado negativamente.

o . 2 ‘4
127.6@\ Jf) '1.26 ') /183
- 1.83 126.4%\ ™
9 J

J 1.53J

A. Cisteina zwitterionica B. Cisteina anionica
Figura 6.22. Estructuras optimizadas de cisteina zwiteri6nica y cisteina anidnica.

Las reacciones de transferencia electréonica y abstraccion de hidrégeno quedan de la siguiente
forma:

Transferencia electronica.

0 -+
ol o ]
7S OR 2 T
+ “OR —> |0 + -OR
| | (6.12)
it e
SH | osH |
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Abstraccion de hidrdgeno.
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Para determinar la factibilidad de todas estas reacciones es preciso hacer un analisis
termodinamico, para esto se necesita tener las estructuras de los productos de cada reaccion.
La cisteina zwiteridnica, después de la transferencia de un electrén, forma un cation radical,
en el cual, presenta significantes diferencias en las distancias C-0 del carboxilato asi como en
el angulo 0-C-O (figura 6.23.A). Estas diferencias en los valores alrededor del grupo
carboxilato no son tan grandes cuando las comparamos en la cisteina anidnica y la cisteina
radical, que serd el producto formado después de la transferencia electrénica. Se observa un
ligero cambio en la distancia C-S en esta ultima (figura 6.23.B).

La reacciéon 6.14 predice la posible formaciéon de tres radicales al reaccionar la cisteina
zwiterionica (figura 6.24) con alguno de los radicales oxigenados por abstraccion de
hidrégeno, dos radicales centrados en carbdn y uno centrado en azufre. Las estructuras de
estos productos radicales se presentan en la figura 6.25. Cada radical centrado en carbono
tiene una geometria trigonal plana. Si ocurriera la reaccién 6.15 los productos que se
formarian sélo serian dos radicales centrados en carbono mostrados en la figura 6.26.

A. Cisteina cation radical B. Cisteina radical
Figura 6.23. Estructuras optimizadas de los productos de las reacciones de transferencia electrdnica de la cistefna
zwiterionica y de la cisteina anidnica.
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A. Cisteina zwiterionica B. Cisteina anidnica
Figura 6.24. Posibles hidrogenos a abstraer en la cisteina A. Zwiteridnica, B. Ani6nica.

B. AH-C3

Figura 6.25. Estructuras optimizadas de los productos de las reacciones de abstraccion de hidrégeno de la cisteina
zwiteriénica.

y °.

JJ f 9

Jd
AH-C2 AH-C3
Figura 6.26. Estructuras optimizadas de los productos de las reacciones de abstraccién de hidrégeno de la cisteina
anidnica.
Estudio termodindmico.

En la tabla 6.15 se presentan los valores de AGY, tanto para la reaccién de transferencia
electrénica (TE) como para la abstraccién de hidrogeno (AH) en todos los sitios posibles de la
cisteina zwiteridnica. En esta tabla se muestra que las reacciones de transferencia electrénica
de la cisteina zwiteridnica son endergoénicas con todos los radicales, por lo tanto no
calcularemos las constantes de velocidad. Por otra parte, los radicales *OH y *OCHs son
capaces de reaccionar con la cisteina por abstraccion de hidrogeno y en todos los sitios
posibles, dando como resultado reacciones exergonicas. Con el resto de los radicales solo la
reaccion de abstraccion de hidrogeno del grupo tiol es termodindmicamente favorable. Esto
nos indica que la abstraccién del hidrogeno del grupo tiol es favorecido termodindmicamente
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con radicales de diversa reactividad, por lo que, dentro de la cisteina, el tiol también es un
grupo muy reactivo.

abla 6.15. para la transferencia electrénica abstraccién de hidrégeno en la cisteina zwiteriénica
Tabla 6.15. AG? la transfi ia electréni E) y abstraccién de hidrég la cistef! iteridni
con seis diferentes radicales. Disolvente = agua.

*‘OH *‘O0OH *OCH;s *O0CH3 *O0OCHCH: *00CCI3
TE 25.41 50.88 36.63 57.45 51.91 35.03
AH-C2 -23.98 8.16 -8.71 9.87 8.57 0.46
AH-C3 -23.28 8.86 -8.01 10.57 9.27 1.16
AH-S -34.46 -2.33 -19.19 -0.62 -1.92 -10.03

La cisteina anidnica, de acuerdo con la tabla 6.16, podria reaccionar por transferencia
electrénica con todos los radicales utilizados. Ademas, las abstracciones de hidrégeno en C2
con los radicales *‘OH y °*OCH3; y las abstracciones en C3 con los seis radicales son
termodindmicamente favorables.

Tabla 6.16. AG? para la transferencia electrénica (TE) y abstraccion de hidrégeno (AH) en la cisteina ani6nica con
seis diferentes radicales. Disolvente = agua.

‘OH *‘O0OH *OCH;s *0O0CH3 *O0CHCH: *00CCls

TE -25,07 0.40 -13.85 -2.43 -7.68 -22.64
AH-C2 -25.49 6.65 -10.22 8.36 7.06 -1.05
AH-C3 -34.07 -1.93 -18.80 -0.22 -1.52 -9.64

Estudio cinético

Los estados de transicién pertenecientes a los canales de abstracciéon de hidrégeno en la
cisteina zwiteriénica se encuentran en la figura 6.27.

La tabla 6.17 presenta los valores cinéticos para las reacciones de abstraccion en la cisteina
zwiteridnica con los distintos radicales. En esta tabla los valores de k¢r representan las
constantes de velocidad (ks;; constante de velocidad sin ttinel) considerando el efecto ttnel
(k) y los canales de abstraccién de hidrégeno degenerados (o). El radical hidroxilo es el mas
reactivo, lo que hace que los valores en las constantes de velocidad para las reacciones de
abstraccion de hidrégeno con la cisteina zwiterionica sean muy elevados, en el caso de las
abstracciones de los hidrégenos en C3 y del hidréogeno del azufre, los valores de las
constantes se encuentran limitados por difusién, razén por la cual se calcularon los valores de
las constantes de velocidad aparentes (kap). Otro radical también muy reactivo pero en menor
medida que el *OH es el metoxilo (*OCH3z), de la misma forma, éste es capaz de reaccionar con
la cisteina, abstrayendo cualquier tipo de hidrégeno, con velocidades moderadas. Tanto con
el hidroxilo como con el metoxilo el valor de la constante de velocidad mayor lo encontramos
en la reaccion de abstraccion del hidrogeno del grupo tiol.
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*00CCl3

L. AH-S

Figura 6.27. Estados de transicién para las abstracciones de hidrégeno en la cisteina zwiteridnica.

Tabla 6.17. AG* (energfa libre de activacién), kst (constante de velocidad sin tinel), ker (constante de velocidad con
tinel), 6 (caminos de reaccién degenerados) y « (tiinel) para la abstraccién de hidrégeno (AH) en la cisteina

zwiteriénica con seis diferentes radicales. Disolvente = agua.

Radical ‘OH *OCH;
Canal de c2 c3 s c2 c3 s
abstraccién
AG# 6,36 3,94 1,84 13,75 13,20 7,57
Kst 1,35x 108 8,05x 109 2,79 x 1011 5,19 x 102 1,32x103 1,76 x 107
c 1 2 1 1 2 1
K 2,16 1,00 1,00 21,03 10,00 2,13
ker 2,92 x108 1,61 x 1010 2,79 x 1011 1,09 x 104 2,64x10* 3,74x107
Kap 2.67x108 2.64x 109 3.50x10°
Radical *OOH *‘O0CH3 *O0OCHCH *00CCl3
Canal de
abstraccion S S S c2 €3 S
AG* 12,11 16,63 15,45 21.08 16.89 14,32
Ksr 8,26 x 103 4,00 2,94 x 10! 2,18x103 2,60 x 10! 1,97 x 102
c 1 1 1 1 2 1
X 19,28 58,37 37,52 129.36 10.93 26,11
ker 1,59 x 105 2,34 x 102 1,10x 103 2,83x101 5.68x10t 5,15x103
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Para todos los demads radicales alquilperoxilo el canal de abstraccion de hidrégeno favorecido
termodinamica y cinéticamente es Unicamente el hidrégeno del grupo tiol. De todas estas
reacciones, es con el radical hidroperoxilo que se obtiene una constante de velocidad
superior que con los demas radicales, este hecho esta en contra de lo esperado. El alto valor
en la constante de velocidad asi como un valor bajo en el AG* podemos atribuirselo a una
interaccidn, tipo puente de hidrégeno, en el estado de transiciéon entre el hidrogeno del
radical hidroperoxilo y uno de los oxigenos del grupo carboxilato de la cisteina (mostrado en
la figura 6.27. G), brinddndole mayor estabilidad que con los otros radicales donde no se
presenta esta interaccién.

Los porcentajes atribuidos a cada canal de abstracciéon de hidrégeno con respecto a los
valores de sus constantes de velocidad, calculados mediante la ecuaciéon 6.11, se encuentran
en la tabla 6.18. En éstos se observa que la abstraccion de hidrégeno ocurre casi
exclusivamente en el grupo tiol, por tanto, la constante de velocidad global para el mecanismo
de abstraccién de hidrégeno se debe, principalmente, a esta reaccién.

Tabla 6.18. Porcentajes para las abstracciones de hidrégeno (AH) en la cisteina zwiteriénica con seis diferentes
radicales. Disolvente = agua.

*‘OH *‘O0OH *OCH;s *‘0O0CH3 *O0CHCH: *00CCls
AH-C2 0,1 --- 0,0 --- --- 0,0
AH-C3 55 --- 01 --- -—- 1,1
AH-S 94,4 100,00 99,9 100,0 100,0 98,9

Todas las reacciones de trasferencia electronica con la forma anidnica de la cisteina, excepto
con el *O0H, son controladas por difusion. Las constantes de velocidad calculadas por medio
de la Teoria de Marcus y la Teoria Convencional del Estado de Transicion, asi como, las
constantes de velocidad aparentes se encuentran en la tabla 6.19. Debido a que una reaccién
por transferencia electrénica puede ocurrir a una distancia mayor que una reaccién por
abstraccion de hidrégeno y, ademas, las reacciones por transferencia electrénica en la
cisteina anidnica estan controladas por difusiéon, no se calcularon las reacciones por
abstraccion de hidrogeno en esta forma de la cisteina a pesar de ser exergénicas.

Tabla 6.19. Valores para A, AG#, y constantes de velocidad en el mecanismo de transferencia electrénica entre la
cisteina aniénica y diferentes radicales. Disolvente = agua.

Radical A (kcal/mol) AG# (kcal/mol) k (M-1s1) Kap (M-1571)
‘OH 19.18 0.45 2.90x 1012 8.03 x 10°
*‘OOH 29.42 7.55 1.80x 107 1.80x 107
*OCH3 14.29 0.0034 6.18 x 1012 7.77 x 10°
*O0CHs3 22.50 4.47 3.27x10° 2.28x10°
*O0OCHCH? 22.10 2.35 1.17 x 1011 7.04x10°
*00CCl3 23.48 0.01 6.13 x 1012 7.43x10°

El inico canal de abstraccién de hidrégeno para la cisteina aniénica que podemos considerar
es con el radical ‘OOH en el grupo CH,. La estructura de transicién correspondiente se
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muestra en la figura 6.28. Los valores de AG* y las contantes de velocidad para esta reaccién
de abstraccién de hidrégeno se muetran en la tabla 6.20.

Tabla 6.20. AG* (energia libre de activacién), kst (constante de velocidad sin tinel), kcr (constante de velocidad con
tunel), o (caminos de reaccién degenerados) y k (tiinel) para la abstraccion de hidrégeno (AH) en la cisteina
anidnica con el radical hidroperoxilo. Disolvente = agua.

Radical *‘O0OH
Canal de abstraccion C3
AG* 7.80
kst 1.19x 107
c 2
K 3.83
Ker 9.14 x 107

Figura 6.28. Abstraccién de hidrégeno del grupo CHz en la cisteina aniénica por el radical ‘OOH.

Ahora que tenemos las constantes de velocidad para las reacciones de abstracciéon de
hidrégeno, en los diferentes canales termodindmicamente favorecidos, y transferencia
electronica podemos determinar las constantes totales de la cisteina zwiteridnica y de la
cisteina ani6nica mediante la formula:

keotar = X(X k™ + kTE) (6.16)

Donde xes la fraccion molar, en este caso, X(zwiteriénica) = 0.895 y X(qnisnica) = 0.105 son las
fracciones molares en la que la cisteina zwiteridnica y de la cisteina anidnica se encuentran
presentes a pH 7.4, el primer término dentro del paréntesis corresponde a la suma de las
constantes de velocidad de todas las abstracciones de hidrégeno y el segundo término es la
constante de velocidad de la reaccion de transferencia electronica. Ademas, calculamos las
constantes globales en la cisteina con cada uno de los radicales utilizados, de acuerdo con la
férmula:

cisteina _ j,zwiteridnica anioénica
kglobal - ktotal +ktotal (6-17)

Los resultados de las constantes totales y globales se presentan en la tabla 4.21.
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Tabla 6.21. Constantes totales y globales (M-1 s-1) para la cisteina zwiteriénica y cisteina aniénica.

Radical  kjuiagrionice Ko
‘OH 5.73x 109 8.43x 108 6.58x 10°
*‘OOH 1.42x 105 1.15x 107 1.16 x 107
*OCH3 3.35x 107 8.16 x 108 8.49x 108
*O0CH3 2.09x 102 2.40x 108 2.40x 108
*O0OCHCH: 9.87x 102 7.81x 108 7.39x 108
*00CCl; 4.66x 103 9.48x 108 7.81x 108

En resumen, la cisteina zwiteridnica reacciona exclusivamente por abstracciéon de hidrégeno
y sélo con los radicales de mayor reactividad, *OH y *OCHs, se tienen las constantes de
velocidad mas altas. Mientras que la cisteina anidnica reacciona por transferencia electrénica
con constantes de velocidad controladas por difusiéon con todos los radicales.

6.1.3 TIOPRONINA.

De la misma forma que se realiz6 el analisis sobre el mecanismo atrapador de radicales libres
con los acidos lipoico y dihidrolipoico y con la cisteina se hizo para la tiopronina.

La tiopronina tiene dos constantes de acidez importantes para nosotros, una perteneciente a
la desprotonacion del grupo carboxilo y otra por la desprotonacién del grupo tiol. A pH=7.4
se van a encontrar tanto la especie aniénica como la especie dianiénica de la tiopronina, y son
ambas especies con las que vamos a trabajar. De acuerdo con la ecuaciéon de Henderson-
Hasselbalch, a este valor de pH, la especie anidnica se encontrard en una proporcién del
95.62% con respecto a la especie dianidénica que estara presente solo en un 4.38%.

Geometria.

Las estructuras mas estables encontradas para las dos formas mas abundantes de la
tiopronina a pH=7.4 son las presentadas en la figura 6.29. En ésta, también se encuentran
algunos valores en las distancias de enlace y angulos de enlace.

1.85

A. Tiopronina anidnica B. Tiopronina dianiénica
Figura 6.29. Estructuras optimizadas de tiopronina anidnica y tiopronina dianiénica.

Las reacciones de transferencia electrénica y abstraccién de hidrégeno en la tiopronina
anidnica y tiopronina diani6nica son las siguientes:
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Transferencia electronica.

-OR

*OR

. -op (618)

+ -or (619

SH (6.20)
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Después de la transferencia electrdnica, la tiopronina aniénica formara un radical como lo
describe la reaccién 6.18. Este radical, ademas de cambios en su geometria, presenta
pequeiias diferencias en las distancias C-0 del carboxilato (figura 6.30.A), esto nos podria
indicar que fue de este sitio donde se transfiri6 el electron. La forma de la tiopronina con el
tiol desprotonado darg, como resultado de la transferencia de un electrén, un anién radical, el
cual tiene un ligero cambio en la distancia C-S (figura 6.30.B).

A. Tiopronina radical B. Tiopronina anién radical
Figura 6.30. Estructuras optimizadas de los productos de las reacciones de transferencia electrénica de la tiopronina
radical y de la tiopronina anién radical.

Las etiquetas utilizadas en cada una de las distintas abstracciones de hidrégeno, tanto para la
tiopronina aniénica como para la tiopronina dianidnica, estdn presentes en la figura 6.31.
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A. Tiopronina anidnica B. Tiopronina dianiénica
Figura 6.31. Posibles hidrégenos a abstraer en la tiopronina A. Aniénica, B. Dianiénica.

Los posibles productos de la reaccién de abstraccidon de hidrégeno en la tiopronina anidénica
son: tres radicales centrados en carbono, uno centrado en azufre y uno centrado en nitréogeno
(Figura 6.32). Los radicales centrados en carbono presentan geometria trigonal plana
mientras que el radical centrado en nitrégeno tiene geometria angular. Por otro lado, tres
radicales centrados en carbono y un radical centrado en nitrégeno serian los productos de la
reaccion de abstracciéon de hidrégeno en la tiopronina dianiénica, como se presentan en la
Figura 6.33.

P,

C. AH-C5
E. AH-N
Figura 6.32. Estructuras optimizadas de los productos de las reacciones de abstraccién de hidrégeno de la tiopronina
anidnica.
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A. AH-C2 B. AH-C4

F R

C. AH-C5 D. AH-N

Figura 6.33. Estructuras optimizadas de los productos de las reacciones de abstraccién de hidrégeno de la tiopronina
dianidnica.

Estudio termodinamico.

Los resultados del estudio termodinamico, es decir, los valores de AG® tanto para las
reacciones de abstraccion de los diferentes hidrégenos que tiene la tiopronina como para la
reaccion de transferencia electrénica con los diversos radicales utilizados se muestran en la
tabla 6.22. Estos valores indican que ninguna de las reacciones por transferencia electrénica
de la tiopronina anidnica con estos radicales es termodinamicamente favorable, todas son
endergonicas. Sin embargo, algunas de las reacciones de abstraccién de hidrégeno en la
tiopronina aniénica se ven favorecidas termodindmicamente. Con los radicales *OH y *OCHsz se
favorecen las reacciones de abstraccion en todos los sitios posibles, de la misma forma que
ocurri6 con el lipoato, el dihidrolipoato y la cisteina zwiteridénica. Con todos los radicales,
excepto el °*OOCHs3;, la reaccion de abstracciéon de hidrégeno del grupo tiol es
termodinadmicamente favorable. Esto nos indica que la tiopronina anidénica podria reaccionar
con radicales de diversa reactividad por la abstraccion del hidrégeno del grupo tiol.

Tabla 6.22. AG de reaccion para la transferencia electrénica (TE) y abstraccién de hidrégeno (AH) en la
tiopronina anidnica con seis diferentes radicales. Disolvente = agua.

‘OH *‘O0OH *OCH;s ‘OOCHs *OOCHCH: -00CCIs

TE 18.53 44.00 29.75 41.17 3592 20.97
AH-C2 -26.05 6.09 -10.78 7.80 6.50 -1.62
AH-C4 -31.24 0.90 -15.97 2.61 1.31 -6.81
AH-C5 -20.49 11.65 -5.21 13.36 12.06 3.95
AH-N -12.79 19.35 2.48 21.06 19.76 11.64
AH-S -33.69 -1.55 -18.42 0.16 -1.14 -9.26
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En la tiopronina dianiénica, como puede verse en la tabla 6.23, la reaccién de transferencia
electronica es favorecida termodindmicamente a diferencia que en la tiopronina aniénica. De
la misma forma, son favorecidas las reacciones por abstraccidén de hidrégeno con el radical
*OH y *OCH3s por todos los canales posibles, mientras que con los radicales alquil peroxilo solo
se favorecen las reacciones de abstraccion del hidrogeno en C4.

Tabla 6.23. AG de reaccion para la transferencia electrénica (TE) y abstraccion de hidrégeno (AH) en la
tiopronina dianidnica con seis diferentes radicales. Disolvente = agua.

‘OH *‘O0OH *OCH; ‘OOCHz  ‘OOCHCH, -00CCls

TE -27.09 -1.62 -15.87 -4.45 -9.70 -24.66
AH-C2 -27.00 5.13 -11.73 6.84 5.54 -2.57
AH-C4 -47.79 -15.65 -32.52 -13.94 -15.24 -23.35
AH-C5 -21.59 10.55 -6.32 12.26 10.96 2.84
AH-N -24.96 7.18 -9.69 8.89 7.59 -0.53

Estudio cinético

La tiopronina anidnica presenta cuatro diferentes grupos funcionales con hidrdégenos, los
cuales tienen la posibilidad de ser abstraidos. Estos canales de abstraccién de hidrégeno en
este compuesto (C2, C4, C5 y S) se encuentran en la figura 6.31.

2.
9

3

C. AH-C5 D. AH-S

Figura 6.34. Estados de transicion para los canales de abstraccién de hidrégeno para la tiopronina aniénica
con el radical *OCHs.
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117,

J 1.61

1.41

v ¥

A. AH-C4 B. AH-S

Figura 6.35. Estados de transicion para los canales de abstraccion de hidrégeno para la tiopronina aniénica
con el radical *OOH.

sd, % %,

i127 g R

) i 157
i127 J
29 9
A. AH-C4 B. AH-S
Figura 6.36. Estados de transicion para los canales de abstraccién de hidrégeno para la tiopronina aniénica
con el radical ‘OOCHs.
v1.20

i 1.58

Do % 9
A. AH-C4 B. AH-S

Figura 6.37. Estados de transicion para los canales de abstraccién de hidrégeno para la tiopronina anidnica
con el radical ‘OOCHCHz.
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C. AH-C5 D. AH-S

Figura 6.38. Estados de transicion para los canales de abstraccion de hidrégeno para la tiopronina
anidnica con el radical *‘0O0CCls.

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 6.22, calculamos la energia de los estados
de transicién para todas las reacciones exergdnicas y para algunas endergoénicas que tienen
un valor pequefio en su AG?, por ejemplo la abstraccion del hidrégeno del grupo SH con el
radical *OOCH3. Con estos valores de energia pudimos calcular el AG* para cada reaccién asi
como su constante de velocidad (ksr, constante de velocidad sin tdnel). La constante de
velocidad considerando el efecto tinel (ker) la calculamos como el producto de Kksr,
o (caminos de reaccidn degenerados) y k (tdnel).

Los valores de AG#, ksr, o, ¥ y ker calculadas para cada reaccion de abstraccion de hidrogeno
en la tiopronina aniénica con cada uno de los radicales se presentan en la tabla 6.24.
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Tabla 6.24. AG* (energia libre de activacion), kst (constante de velocidad sin tinel), kcr (constante de

velocidad con tiinel), o (caminos de reacciéon degenerados) y k (tinel) para la abstracciéon de hidrégeno
(AH) en la tiopronina anidnica con cinco diferentes radicales. Disolvente = agua.

‘OOH *‘OCH3
c4 S C2 c4 C5 S
AG*
20.32 7.76 10.93 10.86 14.30 8.42
(kcal/mol)
kst(M-1s-1) 7.94x103 1.26 x 107 6.03x10¢* 6.74x10* 2.03x102 4.16x10¢
c 1.00 1 2 1 3 1
K 157.61 1.00 5.33 2.62 13.48 2.31
Kcr(M-1s-1) 1.25 1.26 x 107 6.43x105> 1.77x10> 823x10% 9.60x10¢
*‘00CH3 *‘00CCI3
c4 S C2 c4 C5 S
AG*
21.37 15.34 12.91 14.15 16.87 15.75
(kcal/mol)
ksr(M-1s-1) 1.34x103 3.54x 10! 212x103 2.64x102 2.65 1.77 x 101
c 1 1 2 1 3 1
K 180.10 46.71 3.62 493 16.76 1136.76
Kcr(M-1s-1) 2.42x101 1.65x 103 1.54x10* 1.30x103 1.33x102 2.01x10*
*O0CHCH:
c4 S
AG*
(keal /mol) 18.87 15.56
ksr(M-1s-1) 9.15x 102 2.43x 10!
c 1 1
K 67.09 30.20
Kcr(M-1s-1) 6.14 7.33 x 102
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Otro radical también muy reactivo, pero en menor medida que el *‘OH, lo es el radical ‘OCHs.
Este radical también es capaz de reaccionar con la tiopronina aniénica abstrayendo cualquier
tipo de hidrégeno con velocidades moderadas. Para este radical, la reaccién de abstraccién
del hidrégeno unido a azufre es mdas rapida que las abstracciones de cualquiera de los
hidrégenos unidos a carbono.

Algo importante de mencionar es que para el radical ‘OOH encontramos que la reacciéon de
abstraccion del hidrogeno del grupo tiol tiene una constante de velocidad relativamente alta,
k = 1.26x107 M-1s-1, considerando que este radical es de menor reactividad que el *OCHs, el
cual tiene una constante de velocidad para la abstracciéon de este mismo hidrégeno de
9.6x10¢ M-1s-1. Este hecho podemos atribuirselo, también en este caso, a que el hidrogeno del
radical *OOH forma un puente de hidrégeno con el grupo carboxilo de la tiopronina en el
estado de transicién (figura 6.35.B), lo cual, hace que el AG* sea menor y por tanto, la
constante de velocidad mayor que aquel donde no se hubiera considerado el puente de
hidrégeno. Este es el mismo fenémeno observado en el dihidrolipoato y en la cisteina
zwiterionica.

Para el resto de los radicales se obtiene la misma relacién entre las constantes de velocidad
que para los radicales antes mencionados, es decir, el valor mas alto se tiene para la
abstraccion del hidrégeno unido a azufre, encontrando como menos reactivo de todos al
radical *OOCHCH:.

Los porcentajes atribuidos a cada canal de abstraccién de hidrégeno con respecto a los
valores en sus constantes de velocidad se encuentran en la tabla 6.25. Se observa que la
abstraccion de hidrégeno ocurre casi exclusivamente en el grupo tiol, por tanto, la constante
de velocidad global para el mecanismo de abstracciéon se debe, principalmente a esta
reaccion.

Tabla 6.25. Porcentajes para las abstracciones de hidrégeno (AH) en la tiopronina anidénica con seis
diferentes radicales. Disolvente = agua.

‘OH *‘OOH +-OCH3 *‘0O0CH3 *OOCHCH: *00CCI3
Cc2 31.2 --- 6.2 --- --- 41.6
C4 8.7 0.0 1.7 0.0 0.8 3.5
C5 21.5 --- 0.1 --- --- 0.4
S 38.7 100.0 92.0 100.0 99.2 54.5

La tiopronina dianiénica reacciona por transferencia electrénica a velocidades controladas
por difusién, por lo que calculamos las constantes de velocidad sélo para este tipo de
reaccion. Todas estas reacciones son exergdnicas. Utilizando la teoria de Marcus calculamos
la AG* que correspondiente a la reaccidn entre la tiopronina dianiénica y cada radical, por
transferencia electrénica. Con este valor, determinamos la constante de velocidad asociada a
estas reacciones, las cuales se presentan en la tabla 6.26.
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Tabla 6.26. Valores para AG#, y constantes de velocidad en el mecanismo de transferencia electrénica

entre la tiopronina dianidnica y diferentes radicales. Disolvente= agua.

AG* k Kap

Radical (kcal/mol) (M-1s-1) (M-1s-1)
‘OH 2.02 2.05x 101 7.97 x 10°
‘OOH 5.72 3.98x 108 3.79x108
*‘OCH3 0.57 2.39x 1012 7.93 x10°
*‘0O0CH3 2.81 5.41x 1010 6.74 x 10°
*O0CHCH: 1.08 9.96 x 1011 7.52x10°
*‘00CCl3 0.26 4.01 x 1012 7.49 x 10°

Finalmente, calculamos las constantes de velocidad totales y las constantes de velocidad
globales, aplicando las formulas 6.16 y 6.22, para la tiopronina anidnica y para la tiopronina
dianidnica. Los valores de estas constantes se encuentran en la tabla 6.27.

(6.22)

tiopronina __ janiénica dianiénica
kglobal - ktotal + ktotal

Tabla 6.27. Constantes totales y globales para la tiopronina anionica y dianionica con los diferentes
radicales. Disolvente= agua.

Radical  kipiet™™®  kiomai™™e kg™
*‘OOH 1.21x107 1.66x107 2.87x107
*OCH3 9.98x 106 3.47x108 3.57x108

*‘OO0CH3 1.58x 103 295x108 2.95x108

*OOCHCH; 7.07x102 3.29x108 3.29x108

*00CCl; 3.53x104 3.28x108 3.28x108

El principal mecanismo por el que la tiopronina anidnica reacciona es por abstraccién del
hidrégeno del grupo tiol. Aunque el radical *OOH es de baja reactividad, éste reacciona con
una constante de velocidad incluso mayor que la constante de velocidad del radical *OCH3,
esto ocurre por la fuerte interaccion tipo puente de hidrégeno del radical *OOH con el grupo
carboxilato de la tiopronina.

La tiopronina dianidonica, reacciona con los cinco radicales utilizados por medio de
transferencia electrdnica con constantes de velocidad controladas por difusion.

6.1.4 Comparaciones.

El dihidrolipoato, la cisteina zwiteriénica y la tiopronina aniénica tienen en comun su grupo
carboxilo desprotonado, esto hace que al reaccionar con el radical *OOH por abstraccién de
hidrégeno se forme un puente de hidrégeno en el estado de transicion correspondiente, como
se menciono anteriormente. Si comparamos las estructuras de los tres estados de transicién
(figura 6.39) ademas de sus valores de AG* y constantes de velocidad notamos que la mejor
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interaccién entre el hidrogeno del radical *OOH y el grupo carboxilato del antioxidante se da
en el dihidrolipoato y, en consecuencia, la reaccién tiene una constante de velocidad mayor
que los otros dos antioxidantes. La distancia 6ptima entre el tiol y el carboxilato en el
dihidrolipoico para que ocurra éste fendmeno lo hace un excelente antioxidante.

160 1.17

J‘:__'1.35
* JJ &
g
N
*/‘;\ s’ 9
4 J
Dihidrolipoato Cisteifna zwiteridnica Tiopronina aniénica

AG* = 6.4 kcal/mol AG* =12.11 kcal/mol AG* = 7.76 kcal/mol
k=13x108M-1s-1 k=1,59 x 10°M-1 s-1 k=126x10"M-1s-1

Figura 6.39. Puente de hidrégeno en los estados de transicion de las reacciones de abstracciéon de
hidrégeno en el dihidrolipoato, 1a cisteina zwiteridnica y la tiopronina aniénica con el radical ‘-OOH

Al analizar orbitales frontera de los productos de las diferentes especies que reaccionan por
transferencia electrénica, notamos que en las tres especies, el orbital HOMO (en la Figura
6.40) se sitaa preferentemente en los atomos de azufre. Esto nos lleva a establecer que el
electrén se transfiere desde los grupos tiol y disulfuro.

& ¥

A. Lipato radical B. Cisteina radical

O\‘,

J

C. Tiopronina anion radical
Figura 6.40. Orbitales HOMO en los productos de la transferencia electrénica de antioxidantes.

90



Si la constante de velocidad con el ‘OOH en medio lipidico es usado como criterio de
comparacion, el acido dihidrolipoico reacciona casi tan rapido como el Trolox (3.4 X 103 M-1
s—1),122 ¢] cual es frecuentemente usado como antioxidante de referencia. Comparado con
otros antioxidantes, la actividad atrapadora de radicales peroxilo de este compuesto es menor
que los carotenos (~105—106 M-1 s-1),123124 |3 dopamina (8.2 X 105 M~-1s-1),125 e] canolol (6.8
X 105 M-1s-1),126 ] hidroxitirosol (6.4 X 105 M~-1 s-1);127 e] sesamol (3.3 X 104 M~1 s-1),128 y e]
acido sinapinico (1.7 X 10* M-1 s-1).129 Esta capacidad es similar a la encontrada en el acido
protocatecuico (5.1 X 103 M~-1s-1),130 capsaicina (6.5 X 103 M~1 s-1),131 y qa-mangostino (7.8 X
103 M-1 s-1);132 y mayor que la del tirosol (7.1 x 102 M-1 s-1),127 melatonina (3.1 X 102 M-!
s~1)133 y cafeina (3.2 X 101 M-15-1).134

En solucién acuosa las constantes de velocidad globales del dihidrolipoato con ROO* son
mucho mayores que en medio no polar. Esto es causado principalmente por la influencia del
grupo carboxilo. En este medio, el dihidrolipoato reacciona con el *OOH 1.4 x 103 veces mas
rapido que el Trolox (8.96 x 104 M-1 s-1).122 Comparado con otros antioxidantes, el
dihidrolipoato tiene una capacidad atrapadora de radicales peroxilo mucho mayor que la
melatonina (2.0 X 10! M-t s-1),133 cafeina (3.3 x 10-1 M-1 s-1),134 jlicina (7.4 X 103 M-1
s-1),135 tioacroleina (2.9 x 104 M-1s-1),135 y dopamina (2.2 X 105 M-1s-1);125 ¢ incluso mayor
que excelentes antioxidantes como el canolol (2.50 X 106 M—1 s-1),126 g-mangostino (1.4 x 106
M-1s-1),132 3cido protocatecuico (1.3 x 107 M-1 s-1),130 4cido 2-propenesulfenico (2.6 x 107
M-1 s-1),135 glutation (2.7 X 107 M-t s-1),120 sesamol (2.4 x 108 M-1 s-1),128 y resveratrol
(5.62 x 107 M-t s-1),136 Sblo el piceatanol (1.1x 10° M-1 s-1)136 tiene una constante de
velocidad mayor.

La metodologia usada en este trabajo ha sido previamente probada con constantes de
velocidad medidas experimentalmente y la desviacién maxima entre éstas y las constantes de
velocidad tedricas es de un factor de 2, el cual se podria dar entre dos valores
experimentales.’3? Sin embargo, como en cualquier modelo, es necesario comparar los
antioxidantes estudiados con valores experimentales. S6lo pocas constantes de velocidad
experimentales han sido reportadas para los sistemas estudiados en este trabajo, pero estos
pocos valores, nos permiten probar que la metodologia usada es correcta para estos sistemas
en particular. Hemos mostrado que el acido lipoico no es un buen antioxidante porque
reacciona solamente con radicales muy reactivos como °*OH, *‘OCHsz, and °*OOCCl;. Esto
pareceria estar en contradiccion con el hecho de que las constantes de velocidad
experimentales con el *OH son mayores con el acido lipoico que con el 4cido dihidrolipoico.
Nuestra constante de velocidad calculada para el lipoato con el *O0CCl; (2.26 X 108 M-1 s-1)
esta en excelente acuerdo con el valor experimental (1.8 X 108 M-1 s-1).138 De acuerdo con
Packer y col.#2 el 4cido lipoico no atrapa radicales metilperoxilo ni radicales anién superoéxido,
en este trabajo llegamos a la misma conclusién. Ellos también encuentran que la situacién es
diferente para el acido dihidrolipoico, aunque éste es ligeramente menos reactivo con
radicales muy reactivos, es capaz de reaccionar con *OOH y asi atrapar, via equilibrio
acido/base, su base conjugada, el radical 0;'~. Este también atrapa practicamente cualquier
radical, incluyendo los radicales alquilperoxilo. En cuanto a los pocos datos cuantitativos,
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nuestras constantes de velocidad calculadas para *OOH/0;*-, 1.28 X 105 M-! s-1, esta en
perfecto acuerdo con el valor experimental reportado, 1.32 X 105 M-1s-1,138

6.2 Formacion de complejos con cobre. Reaccién del ciclo de Haber-Weiss.

Otra forma en la que los antioxidantes pueden combatir indirectamente especies oxidantes es
mediante la formacién de complejos de coordinaciéon con metales de transicion. Existe una
amplia variedad de trazas de metales en los organismos vivos. Para realizar este estudio
escogimos al cobre porque esta presente en practicamente todas partes en el cuerpo humano
y, aunque es esencial para las funciones apropiadas en la mayoria de los organismos vivos,139
también induce la toxicidad celular. Existe evidencia que el cobre puede estar envuelto en la
patogénesis de aterosclerosis, en la enfermedad de Alzheimer y otros desérdenes
neurodegenerativos.!40 Una de las explicaciones mas aceptadas para la toxicidad del cobre es
su intervencidn en la formacién de ERO,4! particularmente en el *OH a través de procesos de
6xido reduccién.l40 Ademds se ha propuesto que la quelacién con metales puede reducir
estos procesos, disminuyendo la formacién de las ERO, comparado con las mismas reacciones
hechas con los iones libres de cobre.142143

Para esta parte del estudio se utilizé como centro metalico del complejo de coordinacion el Cu
(II) que generalmente en solucién acuosa, forma complejos de geometria cuadrada plana, por
tanto, comenzamos analizando la formacién de complejos con esta geometria donde el cobre
se encuentra en el centro del cuadrado y los ligantes seran moléculas de agua y el lipoato o el
dihidrolipoato. Estos ultimos pueden interactuar con el cobre mediante los atomos de
oxigeno del grupo carboxilico o por alguno de sus atomos de azufre. Para determinar qué tipo
de coordinacion del lipoato o del dihidrolipoato con el cobre forma complejos estables
calculamos los valores de AG® (AG de formacion) para cada posible complejo.

En la figura 6.41 presentamos las posibles estructuras de los complejos entre el cobre y el
lipoato, de acuerdo a la siguiente reaccién:

Lipo- + [Cu(H20)4]2* — [CuLipo(H20).]* + nH20 (6.23)

Los valores de AG® y constantes de formacién para los complejos de la figura 6.41 se
encuentran en la tabla 6.28. Estos compuestos se presentan comenzando con los que tienen el
mayor valor en la constante de formacién (Kp).
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Figura 6.41. Complejos Cu2+*-Lipoato
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Tabla 6.28. Energia Libre de Gibbs para las reacciones de quelacién entre lipoato y CuZ+. Solvente=agua.

Complejo AGs o, oo, log Kf o,

[CuLA(H20),]" (kcal/mol)

[1] Cu2+ - LA- (CO) -13.10 4.04x10° 9.61

[2] Cu2+ - LA- (COO) -10.25 3.25x 107 7.51

[3] Cuz+ - LA- (CO, S2 trans) -0.97 5.16 0.71

[4] Cu2+ - LA- (CO, S1 cis) -0.28 1.59 0.20

[5] Cu2+ - LA- (CO, S2 cis) 1.82 4.06 x 102 -1.34

[6] Cuz+ - LA- (S1) 10.35 2.57 x 108 -7.59

[7] Cu2+ - LA- (S2) 1.54 1.20 x 10-10 -9.92

En las etiquetas de las imagenes se encuentran entre paréntesis los grupos del lipoato que se
coordinan al cobre, cuando se coordinan dos grupos pueden encontrarse ya sea en posicion
cis, como el complejo [4], o en posicion trans, es decir, en extremos opuestos del cuadrado
que forman los ligantes, como el complejo [3].

En estos resultados vemos que los complejos mas estables son aquellos donde los ligantes se
coordinan sélo por los atomos de oxigeno del grupo carboxilo, la constante de formacién del
complejo donde ambos atomos de oxigeno coordinan al cobre es casi cien veces menor a
aquel que sélo un oxigeno se coordina. Si comparamos éstos con los complejos bidentados
(oxigeno, azufre) observamos que tienen una constante mas baja, lo que nos dice que al
coordinarse el &tomo de azufre al cobre desestabiliza al complejo. Ningunos de los complejos
donde el azufre sea el que se coordina supera la estabilidad de los complejos formados sé6lo
con la coordinacién del carboxilo. Una tendencia similar a la observada en la formacion de
complejos lipoato-Cu?+ se presenta en la formaciéon de los complejos dihidrolipoato-Cu?*
(figura 6.42, tabla 6.29)

DHL-SH- + [Cu(H20)4]>* — [CuDHL-SH(H20)a]* +nH,0 (6.24)
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Figura 6.42. Complejos Cu2+-Dihidrolipoato
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Los complejos mas estables se obtienen cuando los atomos de oxigeno son los que
interactian con el cobre. Esto puede deberse a que en el grupo carboxilo se localiza la carga
negativa del dihidrolipoato y es ésta la que interactia con el cobre, que se encuentra cargado
positivamente. Esta interaccién es mas fuerte que la que habria entre el grupo tiol y el cobre.

Tabla 6.29. Energia Libre de Gibbs para las reacciones de quelacién entre dihidrolipoato y Cuz+.
Solvente=agua.

Complejo AGr o prsn loaK
[CuDHL — SH(H,0),]* (kcal/mol) Fetsomsn 9 eipmsu
[8] Cuz+ - DHLA-SH (CO) 1029 347 x 107 754
[9] Cu2* - DHL-SH (CO0) 717 1.80 x 105 5.25
[10] Cu2+ - DHLA-SH (CO, S2 cis) 391 737 x 102 2.87
[11] Cu2* - DHLA-SH (CO, S2 ¢rans) 0.72 2.95x 101 -0.53
[12] Cu2+ - DHLA-SH (CO, S1 cis) 4.71 3.50 x 104 346
[13] Cu2+ - DHLA-SH (CO, S1 trans) 5.04 2.04x 104 -3.69
[14] Cuz+ - DHLA-SH (S1) 11.17 6.48 x 10 8.19
[15] Cu2+ - DHLA-SH (CO, 51, S2) 12.02 1,54 x 10 8.81
[16] Cu2* - DHLA-SH (S2) 14.29 332 x 1011 -10.48
[17] Cuz+ - DHLA-SH (S1, S2 cis) 19.47 5.34 x 1015 14.27

La conclusiéon que podemos sacar de estos resultados es que dada la estructura de los
complejos los atomos de azufre no juegan ningin papel en el acomplejamiento y no serian
mejores quelantes que el acido acético.

Basandonos en lo anterior, calculamos las constantes de formacién para el dihidrolipoato con
uno de los grupos tiol desprotonado, es decir, con su forma dianidénica (tablas 6.30 y 6.31)
segun la siguiente reaccidn:

DHL-S2- + [Cu(H20)4]2* — [CuDHL-S(H.0)n] + nH,0 (6.25)

Las estructuras resultantes de los complejos se presentan en la figura 6.43, con el tiol
terciario (S1) desprotonado, y en la figura 6.44, donde el tiol secundario (S2) es el que se
encuentra desprotonado.
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[18] Cuz+ - DHLA-S1- (CO, S1 trans) [19] Cuz+ - DHLA-S1- (CO, S1 cis)

[20] Cuz+ - DHLA-S1- (S1)

[22] Cuz+ - DHLA-S1- (COO)
Figura 6.43. Complejos Cu2+ con DHL-S?- (S1 desprotonado)

Tabla 6.30. Complejos Cu2+ con DHL-S2- (S1 desprotonado)

Complejo AGf cu?t-DHLS loaK
feuz+ _puis 0g%s cu?*-DHLS
[CuDHL — S(H20),] (kcal/mol)

[18] Cuz* - DHLA-S1- (CO, S1 trans) -19.27 1.34x 1014 14.13
[19] Cuz+ - DHLA-S1- (CO, S1 cis) -17.86 1.24x 1013 13.09
[20] Cuz+ - DHLA-S1- (S1) -14.05 2.01x 1010 10.30

[21] Cuz+ - DHLA-S1- (CO) -11.05 1.26x108 8.10
[22] Cuz+ - DHLA-S1- (CO0) -8.10 8.74x 105 5.94
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[27] Cu?+ - DHLA-S2- (S2)

[28] Cuz+ - DHLA-S2- (COO)

Figura 6.44. Complejos Cu2+ con DHL-S?- (S2 desprotonado)

Tabla 6.31. Complejos Cu2+ con DHL-S2- (S2 desprotonado)

Complejo

AGf cu2t—pHLS

logK
feut+_ 982
[CuDHL — S(H20),] (kcal/mol) cutt-biLS cutt-DiLS
[23] Cuz+ - DHLA-S2- (CO, S2 cis) 179 x 1019 19.25
[24] Cu2+ - DHLA-S2- (CO, S2 trans) 4.85 x 1016 16.69
[25] Cuz+ - DHLA-S2- (CO) 3.33x 1016 16.52
[26] Cuz+ - DHLA-S2- (COO, 52) 3.99 x 1013 13.60
[27] Cuz+ - DHLA-S2- (S2) 1.33x 1010 10.12
[28] Cu?+ - DHLA-S2- (COO) 2.38x 106 6.38

Con la forma dianidnica del acido dihidrolipoico los complejos de coordinacién con el cobre

(I mas estables son aquellos donde participan tanto el carboxilato como el grupo tiol
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desprotonado. Los complejos formados con el dihidrolipoato donde S2 esta desprotonado
(tabla 6.31) son mas estables que con S1 desprotonado (tabla 6.30).

Con estos nuevos cdlculos es necesario determinar si la energia de formacién de los
complejos con los grupos tiol desprotonados compensa la energia necesaria para desprotonar
el grupo tiol, puesto que, a pH = 7.4, el acido dihidrolipoico dianiénico se encuentra en
proporciéon muy baja. Para calcular el valor en la constante de formacién de los complejos de
Cu?* con la forma dianiénica del 4cido dihidrolipoico debemos tener en cuenta la reaccién de
desprotonacidén del grupo tiol,

DHL —SH™ - DHL — S*~ + H* (6.26)
cuya constante de equilibrio es:

K - [DHL — S*7][H™] _ o-AGY/RT (6.27)
a [DHL — SH™]

y, por tanto, el pK. de este grupo cuyo valor experimental es 10.7.

AG° (6.28)
~logKa = PKa = 530307

La K, corresponde a condiciones estandar, es decir, concentraciéon 1 M y pH = 0. Sin embargo,
estamos interesados en este proceso a condiciones fisioldgicas, pH=7.4. Bajo estas
condiciones [H*] = 10-»H = 3.98 x 10-8 M y podemos definir una constante de equilibrio
condicional, K, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

G° -AG’
K = Ky[H*] = e #r(107PH) = e 7 (6:29)

Como resultado, la Energia Libre de reacciéon a cualquier amortiguador de pH sera:
AG = AG — 2.303RT (pH) (6.30)

Teniendo el valor de pK, este valor de Energia Libre de Reaccion condicional puede calcularse
de la siguiente forma:

AG” = (pK, — pH)2.303RT (6.31)
Aplicando la ecuacion 6.31, la energia necesaria para desprotonar el dihidrolipoato a pH=7.4
es de 4.45 kcal, esta energia la sumamos al AGY en los complejos de las tablas 6.30 y 6.31 y,
con estos nuevos valores calculamos las constantes de formacién. Estas constantes se
presentan en las tablas 6.32 y 6.33.
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Tabla 6.32. Constantes globales para los complejos de Cu2+ con DHL-S2- (S1 desprotonado) considerando el
equilibrio acido-base del dihidrolipoato.

Complejo AGy cu?*-DHLS loaK
feuz+_puis 0981 2+ _ps
[CuDHL — S(H30),] (kcal/mol)

[18] Cuz* - DHLA-S1- (CO, S1 trans) -14.77 6.71x 1010 10.83
[19] Cu2t+ - DHLA-S1- (CO, S1 cis) -13.36 6.23 x 10° 9.79
[20] Cuz* - DHLA-S1- (S1) -9.55 1.01x107 7.00

[21] Cu2t+ - DHLA-S1- (CO) -6.55 6.31 x 10* 4.80

[22] Cu2+ - DHLA-S1- (CO0) -3.60 4.38 x 102 2.64

Tabla 6.33. Constantes globales para los complejos de Cu2+ con DHL-S2- (S2 desprotonado) considerando el
equilibrio acido-base del dihidrolipoato.

Complejo AGy cu?*-DHLS loaK
feu2+_phis 0g%s cu?*_DpHLS
[CuDHL — S(H30),] (kcal /mol)
[23] Cuz* - DHLA-S2- (CO, S2 cis) -21.76 9.00 x 1015 15.95
[24] Cuz+ - DHLA-S2- (CO, S2 trans) -18.26 2.43x1013 13.39
[25] Cuzt - DHLA-S2- (CO) -18.04 1.67x1013 13.22
[26] Cuz+ - DHLA-S2- (COO, S2) -14.05 2.00 x 1010 10.30
[27] Cuz* - DHLA-S2- (S2) -9.31 6.65 x 10¢ 6.82
[28] Cuz+ - DHLA-S2- (CO0) -4.20 1.19x 103 3.08

Los valores de las constantes de las tablas 6.32 y 6.33 son mayores a los que se obtuvieron con
los complejos formados a partir del dihidrolipoato, con el cual el complejo mas estable tiene
un valor en su constante de formacién de 3.47 x 107 y corresponde a aquel donde el
dihidrolipoato se coordina con el Cu2* solamente por medio de uno de los oxigenos del grupo
carboxilato.

A partir del complejo mas estable de Cu?* con 4cido dihidrolipoico dianiénico estudiamos la
reaccion de reduccién de cobre mediada con superéxido radical, la cual se lleva a cabo
mediante un mecanismo de transferencia electrénica. La reaccion de forma general es:

Cu*t +-0; » Cut +0, (6.32)

La cual corresponde al primer paso del ciclo de Haber-Weiss. El siguiente paso es una
reaccion tipo Fenton (6.33). Este ultimo paso describe la formacién de radicales muy
reactivos (-OH), por lo que una manera de reducir su produccion es reduciendo la velocidad
de la reaccion 6.32.
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Cut + H,0, > Cu®* + OH™ +-OH (6.33)

Por tanto, calculamos la constante de velocidad de la reaccién 6.32 utilizando el complejo mas
estable formado entre el Cu?+ y el acido dihidrolipoico, es decir, el complejo [23].
Comparamos este valor con el de la constante de velocidad del Cu?* solvatado unicamente.
Esto con la intencién de analizar si el 4cido dihidrolipoico, al formar complejos con el Cu?+,
reduce la velocidad de la reaccién inicial del ciclo de Haber Weiss.

[Cu(H,0),)%*" +- 05 - [Cu(H,0),]T + 0, (6.34)
[CuDHL — S2~(H,0),] + - 05 — [CuDHL]™ + 0, (6.35)

De acuerdo a las reacciones 6.34 y 6.35 los productos formados serdn complejos de Cu*. El

complejo mas estable formado con cobre (I) y la forma dianiénica del acido dihidrolipoico se
muestra en la figura 6.45.
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Figura 6.45. Complejo de coordinacién formado entre Cu+y la forma dianidnica del acido dihidrolipoico.

La constante de velocidad de la reacciéon 6.35 fue calculada considerando cada atomo de
cobre coordinado dnicamente con moléculas de agua y con la misma geometria tomada en los

complejos con dihidrolipoato, es decir, geometria cuadrada plana para el Cu?* y geometria
lineal para el Cu+.

}‘J
bog »o¢
,9’1 < Y 4

Cu?+ solvatado Cu* solvatado
Figura 6.46. Geometrias optimizadas para los iones de Cu2+ y Cu* solvatados.

Los valores de la Energia libre de Gibbs de reaccién, Energia libre de Gibbs de activacién y
constantes de velocidad para las reacciones 6.34 y 6.35 se muestran en la tabla 6.34.
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Tabla 6.34. Energia libre de Gibbs de reaccién (AG®), energia libre de Gibbs de activacion (AG*) y constantes
de velocidad (k) para la reaccioén inicial del ciclo de Haber-Weiss.

Reaccién AGY (kcal/mol) AG*(kcal/mol) k (M-1s-1)
(21) -3.91 6.39 1.291x108
(22) -1.01 9.10 1.33 x10¢

De acuerdo a los resultados presentados en esta tabla, el complejo formado entre Cu?+ y
dihidrolipoato reducen en dos érdenes de magnitud la constante de velocidad para la
reaccion inicial del ciclo de Haber-Weiss. En conclusién, el acido dihidrolipoico formara
complejos con el cobre (II) en condiciones fisioldgicas, en los cuales, el atomo de azufre
desprotonado participa en la coordinacion con el cobre, ademas, es un buen candidato para
reducir la formacién de radicales *OH. Mientras que el acido lipoico solo formara los
complejos con el cobre (II) al coordinarse con el grupo carboxilato, por lo que no se espera
que tenga ningun efecto sobre la reactividad de este, al menos no mayor que cualquier acido
carboxilico.

6.3 Reparacion de proteinas con dihidrolipoato

Finalmente, si el dafio hecho por radicales libres a moléculas de importancia bioldgica como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos no puede ser prevenido, los antioxidantes pueden actuar
como reparadores de los radicales formados. En este trabajo, para estudiar la reparacién de
radicales centrados en carbono en proteinas utilizamos la N-formil-leucinamida como
modelo. Este tipo de modelo ha sido utilizando tanto experimentalmente (para la N-formil-
tirocinamida y la N-formil-triptofaninamida) como tedéricamente para una seria de residuos
de aminoacidos incluida la N-formil-leucinamida.144145

Geometria.

La N-formil-leucinamida (figura 6.47) muestra dos enlaces peptidicos. Los angulos diedro
estan orientados para simular una alfa hélice y los extremos del esqueleto estan delimitados,
por un lado, con el grupo acido (COH) y, por el otro, por el grupo amino (NH3). La leucina es la
cadena lateral unido al &tomo Ca del aminoacido central. Estudiaremos la reparacién de los
radicales que son producto del dafio, por radicales libres, a esta cadena lateral incluyendo al
atomo del carbono alfa, Ca, aunque se ha demostrado que este ultimo es el sitio donde se
produce el menor dafio. Por tanto, tenemos cuatro radicales que pueden ser reparados, los
cuales hemos denominado como a, 8, y y 9, estos son mostrados en la Figura 6.48. Todos son
radicales centrados en carbono y de geometria trigonal plana.
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Figura 6.47. N-formil-leucinamida
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Figura 6.48. Radicales de la N-formil-leucinamida, producto del dafio por radicales libres.

Utilizamos el dihidrolipoato para la reparacion de los radicales modelos de proteina. El
dihidrolipoato puede llevar a cabo la reparaciéon mediante la transferencia del hidrégeno de
cualquiera de sus dos grupos tiol, terciario (S1) y secundario (S2), que, como se probé en la
seccién 6.1.1, son las reacciones favorecidas termodindmica y cinéticamente. Asi, las
reacciones a estudiar son:
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Radical o + DHL-S(1)H — N-formil-leucinamida + DHL-S(1)* (6.36)

Radical § + DHL-S(1)H — N-formil-leucinamida + DHL-S(1)* (6.37)
Radical y + DHL-S(1)H — N-formil-leucinamida + DHL-S(1)° (6.38)
Radical 6 + DHL-S(1)H — N-formil-leucinamida + DHL-S(1)* (6.39)
Radical y + DHL-S(2)H — N-formil-leucinamida + DHL-S(2)" (6.40)
Radical § + DHL-S(2)H — N-formil-leucinamida + DHL-S(2)- (6.41)
Radical y + DHL-S(2)H — N-formil-leucinamida + DHL-S(2)" (6.42)
Radical 6 + DHL-S(2)H — N-formil-leucinamida + DHL-S(2)* (6.43)

Los productos que las reacciones 6.36-6.43 originan son la N-formil-leucinamida y los
radicales centrados en azufre del dihidrolipoato (figura 6.6, H e I)

Estudio termodinamico.

Al estudiar la reaccién de transferencia de hidrégeno para la reparacion de proteinas,
encontramos que todas las reacciones son exergoénicas (tabla 6.35). La reparacién con S1
proporciona valores de AG® mayores que la reparacion con S2, esto nos dice que el radical del
dihidrolipoato al ceder el proton de S(1) es mas estable, en 0.63 kcal/mol, que el formado por
la transferencia de hidrégeno en S(2). Dado que la energia libre de reaccidn para la reparaciéon
en alfa es menos exergonica, esperamos que la reparacion del radical en esta posicién sea la
mas lenta, ya que se trata del radical mas estable. Por otro lado, la reparacion en delta seria la
mas rapida, pues es éste el radical menos estable, es decir, por ser un radical mas reactivo, se
espera que la reaccidn de transferencia de hidrégeno sea mas rapida. En forma general, la
tendencia que presentan los valores de AG® es: 5>B>y>a.

Tabla 6.35. Energia Libre de Gibbs de reaccién (AG®°, kcal/mol), energia Libre de Gibbs de activacién (AG#,
kcal/mol) y constantes de velocidad (k, M1 s'1) parala N-formil-leucinamida, a 298.15 K.

Radical AG® AG? k Kap

Reparado con S1

a -6.36 11.29 7.63x10* 7.63x10*

B -16.14 7.99 1.74x 10’ 1.73x 10’

y -11.27 7.65 1.53 x 10’ 1.52 x 10’

5 -16.97 6.00 1.48 x 10° 9.15 x 10®
Reparado con S§2

a -5.73 9.96 3.08 x 10° 3.08 x 10°

B -15.51 3.09 6.78 x 10* 2.28 x 10°

y -10.65 4.67 2.36 x 10° 1.16 x 10°

S -16.35 5.89 1.79 x 10%° 1.03 x 10°

Estudio cinético.

Las estructuras optimizadas para los estados de transicion correspondientes a las reacciones
de reparacion con S1 y S2 se ilustran en las figuras 6.49 y 6.50, respectivamente.
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A. TS-o(l)

C. TS+(1) D. TS-5(1)

Figura 6.49. Geometrias optimizadas para las reacciones de reparacién con S1
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B. TS-B(2)
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C. TS+(2) D. TS-3(2)

Figura 6.50. Geometrias optimizadas para las reacciones de reparacién con S2

Los valores en la energia libre de Gibbs de activacion, asi como los valores en las constantes
de velocidad de las reacciones de reparacion se encuentran en la tabla 6.35. En esta se puede
observar que los valores de AG* para la reparacion con S2 son menores que para aquella con
S1, en todos los canales de reacciéon y en ambos modelos, a pesar de que el radical, producto
de la abstraccion del hidrogeno en S1, es mas estable. Dado que la diferencia en reactividad de
los dos grupos tiol del dihidrolipoato no es demasiado grande, podemos atribuir las
diferencias en los valores de AG* s6lo a factores estéricos y a interacciones tipo puente de
hidrégeno o dipolo-dipolo entre el grupo carboxilo del dihidrolipoato y la proteina.

Los valores de AG* dan como resultados valores en las constantes de velocidad muy altos, con

excepcion de la reparacion en la posicion alfa, que segun resultados previos no se forma
porque a pesar de que es termodinamicamente favorecido, su velocidad de formacion esta
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muy limitado por factores estéreo-electronicos.l46 La mayoria de estas constantes de
velocidad se encuentran cerca o dentro del limite por difusién. En todos los casos la
reparacion en la posicién alfa es la mas lenta. Por tanto, las siguientes comparaciones en
cuanto a reactividad solo se haran entre los radicales en las posiciones beta, gamma y delta.

La secuencia en reparacion segun los valores de las constantes de velocidad es la siguiente:

Reparada con S1: delta > beta =~ gama
Reparada con S2: beta > gama = delta

Los valores en las constantes de velocidad en la reparacién con S1 revelan que los sitios son
reparados de acuerdo a la reactividad de los radicales a reparar en la leucina, es decir, el
radical de la leucina dafiado en delta que es el mds reactivo es el que se repara mas rapido,
casi 100 veces mas rapido que los radicales en beta y gamma. Un comportamiento similar se
espera para las reacciones de reparacién con S(2), sin embargo esto no ocurre. La reparacion
del radical en beta de la leucina se repara con una velocidad dos veces mayor que los radicales
en gamma y delta. Esto podemos atribuirselo a la interaccion tipo puente de hidrégeno
existente entre el grupo carboxilo del dihidrolipoato y el hidrogeno N-H que forma parte del
esqueleto de nuestro modelo de proteina.

Si analizamos las constantes de velocidad globales (Tabla 6.36), segin la ecuacién:

kglobal = kreparada conS(1) + kreparada con S(2) (644)

encontramos que el dihidrolipoato repara en todas las posiciones (excepto en alfa) con la
misma velocidad, practicamente, la cual se encuentra dentro del limite por difusion.

Tabla 6.36. Constantes de velocidad globales (k, M-1 s1) para la N-formil-leucinamida, a 298.15 K.

Reaccion k (M-1s-1)
DHL + radical a 3.85x10°
DHL + radical B 2.30x10°
DHL + radical y 1.17x10°
DHL + radical & 1.94x10°

De acuerdo a esta ultima tabla, el dihidrolipoato es un antioxidante que es capaz de reparar
radicales alifaticos con la misma velocidad con los que pueden ser formados: Beta > delta >
gama > alfa.
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7. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir:

El acido lipoico, por si mismo, no es un buen antioxidante primario porque éste no depura
radicales poco reactivos y de larga vida media, los cuales son muy importantes en los procesos
de estrés oxidativo. Por otra parte, el acido dihidrolipoico es un excelente antioxidante capaz
de atrapar casi cualquier radical centrado en oxigeno, asi también como a otros de reactividad
similar. Mientras que el acido lipoico es un donador de electrones que es capaz de reaccionar
con radicales muy electrofilicos, el acido dihidrolipoico es un excelente donador de atomos de
hidrégeno que reacciona esencialmente por medio de la transferencia de hidrégeno.

Aunque es importante conocer cudl de los dos, el 4cido lipoico o el acido dihidrolipoico, es el
que actia como antioxidante en los organismos vivos, es importante mencionar que, in vivo,
ambos estan en equilibrio por medio de reacciones bioquimicas. Los resultados de este
trabajo ilustran la necesidad de estudiar a detalle la velocidad de interconversiéon de uno en
otro con el fin de saber cudl es el favorecido en el equilibrio. Sélo si las concentraciones de
acido dihidrolipoico son importantes y la interconversion es rapida, seria relativamente poco
importante cual forma es consumida.

El acido dihidrolipoico es uno de los pocos antioxidantes que es capaz de reaccionar con
radicales *OOH a velocidades del orden de 108 M-1 s-1 y es el tinico, a nuestro conocimiento,
que reacciona tan rapido por medio de transferencia de hidrégeno. Esto es debido a la
estructura del acido dihidrolipoico donde los grupos -SH y -COO tienen una distancia ideal
para atrapar los radicales *‘OOH y transferir el atomo de hidrégeno, lo cual puede ser
comparado a la forma en que el sitio activo de las enzimas trabaja, es decir, el catalizador esta
cerca del sitio reactivo en un lugar perfecto.

De la misma forma que el &cido dihidrolipoico, la cisteina zwiteridénica y la tiopronina
aniénica, los cuales tienen al menos un grupo tiol, reaccionan preferentemente por
abstraccion de hidrégeno de este grupo con radicales libres de diferente reactividad. La
cisteina aniénica y la tiopronina dianidnica, aunque se encuentran en menor porcentaje a pH
7.4 que sus respectivos compuestos protonados, reaccionan por transferencia electrénica con
constantes de velocidad controladas por difusién.

Ademas de tener una excelente capacidad antioxidante primaria, el dcido dihidrolipoico en
medio acuoso, puede ayudar a depurar el cobre de los organismos vivos al formar complejos
de coordinacidn. Los complejos mas estables con Cu2+ se forman con el dihidrolipoato cuando
alguno de los grupos tiol se encuentra desprotonado. Estos complejos se forman al
interaccionar el cobre tanto con el grupo carboxilato como con el tiol desprotonado del
dihidrolipoato. La geometria que estos complejos adquieren es cuadrada plana. Los complejos
formados entre el dihidrolipoato y el cobre en estado de oxidacién 2+ disminuyen cien veces
la constante de velocidad para la reaccién inicial del ciclo de Haber-Weiss, ayudando a evitar
la formaci6n de radicales *OH.
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El dihidrolipoato repara eficazmente los radicales centrados en carbono del residuo de
leucina en la N-formil-leucinamida. La velocidad de reparacion esta controlada por difusion
en todas las posiciones excepto en la posicion alfa.

La metodologia usada en este estudio probd ser valida para el estudio de cualquier tipo de
velocidades de reaccién de ERO con antioxidantes y, por tanto, de su capacidad antioxidante,
lo cual permite ser un excelente complemento para los estudios experimentales. Las
conclusiones en este trabajo estan en perfecto acuerdo con los pocos valores experimentales,
con la exactitud esperada de los resultados experimentales y calculos tedricos.
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8. APENDICE

Diagramas de distribucién de especies.

Acido lipoico
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Figura A.1.Porcentaje de formacién de especies del acido lipoico en funcién del pH.
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Figura A.2. Porcentaje de formacion de especies del acido dihidrolipoico en funcién del pH.
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Cisteina
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Figuara A3. Porcentaje de formacidn de especies de la cisteina en funcién del pH.
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Tiopronina

ﬁ (|]H3 ( (IIH3 (I) (|:H3
C N CH PBa1 ~,C N CH PBaz ~,C N CH
/N N SsH 7Nc” N SsH O,/ N7 N
H; I H, I H, Il
0 0 0
Neutra Anionica Dianidnica

100
90 -
80 -
70 |
«
'S 60
g
<
g 50 - —Forma neutra
—<ED —Forma anionica
< 40 e
e Forma diani6nica
30
20 |
10 -
0
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figura A4. Porcentaje de formacion de especies de la tiopronina en funcién del pH.
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ABSTRACT: The free radical scavenging activity of lipoic
acid (LA) and dihydrolipoic acid (DHLA) has been studied in
nonpolar and aqueous solutions, using the density functional
theory and several oxygen centered radicals. It was found that
lipoic acid is capable of scavenging only very reactive radicals,
while the dehydrogenated form is an excellent scavenger via a
hydrogen transfer mechanism. The environment plays an
important role in the free radical scavenging activity of DHLA
because in water it is deprotonated, and this enhances its
activity. In particular, the reaction rate constant of DHLA in
water with an HOO?® radical is close to the diffusion limit. This
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has been explained on the basis of the strong H-bonding interactions found in the transition state, which involve the carboxylate
moiety, and it might have implications for other biological systems in which this group is present.

B INTRODUCTION

Lipoic acid (LA) is an endogen organosulfur compound that
plays an essential role in the metabolism as a cofactor for
several mitochondrial enzymes."’It can be synthesized
enzymatically from octanoic acid and ingested with food
mainly from meat, although it can be found in lesser amounts in
fruits and vegetables34LA is better known than its reduced
form, dihydrolipoic acid (DHLA). In vivo they are
interconverted via enzymatic redox reactions.” Both free LA
and DHLA have been detected in cells after administration of
LA.® Therefore, it is not evident which one is the biologically
active form, particularly for functions that have not been
explicitly studied. Most endogenously produced LA is not free,
because its precursor, octanoic acid, is bound to enzyme
complexes prior to the enzymatic insertion of sulfur atoms.
Accordingly, for functions other than cofactor, LA or DHLA are
obtained from the diet.

It has been reported that both forms (LA and DHLA) have
antioxidant properties.®”® In chemical experiments in which
reduction of LA to DHLA is not expected, LA scavenges both
hydroxyl radicals and singlet oxygen, but it has been shown to
be 1ncapable of protecting linoleic acid from AAPH-induced
oxidation.'” DHLA, on the other hand, is capable of protecting
linoleic acid under the same conditions. This and other tests
allowed Zhao et al. to conclude that DHLA is a better
antioxidant than LA. However, the ability to scavenge *OH and
other very reactive oxidants like 'O, does not necessarily mean
that a certain compound can be classified as an antioxidant,
because almost any biological molecule can react with *OH
radicals at diffusion controlled rates. In fact *OH reactions

-4 ACS Publications  © 2014 American Chemical Society
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having rate constants smaller than 1 X 10° M7t 57! are

exceptions."! Unfortunately, this is not common knowledge
and should be studied more in detail.

Suzuki et al."* found that both LA and DHLA are capable of
scavenging *OH radicals, but only DHLA is capable of
scavenging superoxide radical anions with a rate constant of
33 x 10° M~ s7. This result implies that DHLA is an
excellent antioxidant, and that is very important because O,°” is
a relatively mild oxidant that is therefore much more selective
and can be useful to discriminate between the antioxidant
capacities of different substrates.

LA and DHLA are considered amphiphilic molecules, and
they are soluble in both polar and nonpolar environments, a
desired property of antioxidants because it means they can act
in cytosol as well as in the lipid membrane.

In the last years we have been involved in the development of
a theoretical methodology that uses quantum chemistry and
statistical thermodynamics methods to obtain rate constants of
radical-molecule reactions, known as QM-ORSA."”’In most
cases the rate constants calculated with this methodology are in
excellent agreement with experimental values for a wide range
of reactivities.'> In a recent investigation, using this method-
ology, we have found that glutathione reacts almost exclusively
via hydrogen abstraction mechanisms, both with ROS'* and
with carbon radicals produced during guanosine damage by
*OH radicals.'® In both studies it was found, as expected, that
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the thiol group is responsible for the antioxidant capacity of
glutathione. Additionally, it was established that the closest
carboxylate, which is absent in most thiols, plays an essential
role in the enhancement of this activity when the radical
contains a hydrogen atom that is capable of forming an H bond
with carboxylate. In this contribution, we intend to use this
methodology to explore the antioxidant capacity of LA and
DHLA with several radicals in order to determine, at the
molecular level, the mechanism of their antioxidant activity.

Based on the chemical structures of LA and DHLA, the
tested mechanisms are hydrogen transfer (HT), and single
electron transfer (SET). Detailed kinetic data are also provided
for the first time, and the influence of the environment polarity
on the scavenging activity has been assessed.

We have chosen a set of radicals with very different
reactivities: the *OH radical has been included because it is
commonly used in experiments and it is the main source of
biological damage in living organisms; *OCHj; is used as an
example of an alkoxyl radical; HOO®, *OOCH;, and
*OOCHCH, are examples of alkyl peroxyl radicals, and
*O0CCI; is a model for very electronegative peroxyl radicals.
In this way, we can easily test radicals of very different
reactivities, which would be a tremendous task for experimental
investigation. In addition, radicals presenting intermediate to
low reactivity have been recommended for the studying of the
relative scavenging activity of different compounds.'®'”

To the best of our knowledge, the in vivo “equilibrium”, as
well as the interconversion rates in biological media, has not
been quantitatively studied to date. The elucidation of whether
LA or DHLA is the most active antioxidant could encourage
this kind of work.

The chemical structure, or structures, responsible for the
antioxidant capabilities of these compounds, as well as the
mechanisms of action and the role of the environment, seem to
be important for many researchers in different fields.

The structures of LA and DHLA and the labels used for the
studied reaction sites are the following:
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B COMPUTATIONAL DETAILS

All electronic calculations were performed with the Gaussian 09
package of programs.'® Geometry optimizations and frequency
calculations were carried out using the M06-2X"® functional
and the 6-31++G(d,p) basis set, using an ultrafine grid, in
conjunction with the SMD continuum model®® using
pentylethanoate and water as solvents to mimic lipid and
aqueous environments, respectively. The M05-2X and M06-2X
functionals have been recommended and tested for kinetic
calculations by their developers.'” M05-2X has been success-
fully used by independent authors®™>® and MO06-2X was
developed as an improvement over its predecessor M0S-2X. It
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is also among the best performing functionals for calculating
reaction energies involving free radicals.”” SMD is considered
to be a universal solvation model, due to its applicability to any
charged or uncharged solute in any solvent or liquid medium
for which a few key descriptors are known.*

Unrestricted calculations were used for open shell systems.
Local minima and transition states were identified by the
number of imaginary frequencies; local minima have only real
frequencies, while transition states are identified by the
presence of a single imaginary frequency that corresponds to
the expected motion along the reaction coordinate. Relative
energies are calculated with respect to the sum of the isolated
reactants. Thermodynamic corrections at 298.15 K were
included in the calculation of relative energies, which
correspond to 1 M standard state. In addition, the solvent
effects on entropy loss in the liquid phase have been taken into
account according to the free volume theory.”®

Counterpoise corrections (CP) to the basis set superposition
error have not been included, since it has been recently
demonstrated that, for a large variety of systems, CP corrected
energies systematically differ more from the CBS-extrapolated
values than the uncorrected ones. The main reason for such
behavior is that the BSSE and the basis set truncation error
systematically cancel.””*°® Moreover, it has been shown that
counterpoise corrections tend to overcorrect the BSSE.>'

The rate constants (k) were calculated using the conven-
tional transition state theory (TST): >3

k= oKkB—T ¢ (AGY)/RT

(1)

where kg and h are respectively the Boltzmann and Planck
constants; AG¥ is the Gibbs free energy of activation; o
represents the reaction path degeneracy, accounting for the
number of equivalent reaction paths; and k accounts for
tunneling corrections. The latter are defined as the Boltzmann
average of the ratio of the quantum and the classical
probabilities, and they were calculated using the zero curvature
tunneling corrections (ZCT).**

For single electron transfer reactions (SET), the barriers
were estimated using Marcus theory.>®®” It relies on the
transition state formalism, defining the SET activation barrier
(AGE;;) in terms of two thermodynamic parameters, the free
energy of reaction (AGYyr) and the nuclear reorganization

energy (4)

2
AGg
st 1 28]
4 A 2)
The reorganization energy (4) has been calculated as
A = AEgr — AGgyy 3)

where AEgy is the nonadiabatic energy difference between
reactants and vertical products. This approach is similar to the
one previously used by Nelsen and co-workers>® for a large set
of self-exchange reactions.

Some of the calculated rate constant (k) values are close to,
or within, the diffusion-limit regime. Accordingly, the apparent
rate constant (k,,,) cannot be directly obtained from TST
calculations. In the present work the Collins—Kimball theory™”
is used for that purpose:
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where k is the thermal rate constant, obtained from TST
calculations, and ky is the steady-state Smoluchowski*® rate
constant for an irreversible bimolecular diffusion-controlled
reaction:

kp = 47RD,N, ©)

where R denotes the reaction distance, N, is the Avogadro
number, and D,y is the mutual diffusion coeflicient of reactants
A (free radical) and B (LA or DHLA). D,y has been calculated
from D, and Dy according to reference 41, and D, and Dy have

been estimated from the Stokes—Einstein approach:****
kT
D=2
6mna (6)

where kg is the Boltzmann constant, T is the temperature, 1
denotes the viscosity of the solvent (in our case water (7 = 8.91
X 107* Pa s) and pentylethanoate (17 = 8.62 X 10™* Pa s)), and
a is the radius of the solute.

For the kinetic study we have not included the endergonic
reaction paths because, even if they took place at a significant
rate, they would be reversible, and therefore, the formed
products would not be observed. However, it should be noted
that they might still represent significant channels if their
products rapidly react further. This would be particularly
important if these further stages were sufficiently exergonic to
provide a driving force and if their barriers of reactions were
low. This could be the case for the SET reactions in aqueous
solution since they yield reactive species and take place at
relatively large reaction distances. In addition, slightly ender-
gonic processes can be important when there are no exergonic
competing paths, but this was not the case in the present study.

B RESULTS AND DISCUSSION

Multireference Diagnostics. Before starting the study of
the system of interest with M06-2X, which is based on a single-
determinant reference state, it is important to assess whether
such a formalism is suitable. In recent publications, Tishchenko
et al.*** proposed that the transition states corresponding to
H abstraction from the hydroxyl group in phenol by
*O0CH;,* and from the hydroxyl group in vinyl alcohol by
*OH,* are affected by multireference effects. These findings
may lead to the conclusion that transition states of hydrogen
atom transfers, from OH groups that are linked to 7 electron
systems, to oxygenated radicals suffer from multireference
character. In a more recent publication by the same group,*® it
was found that the transition state of the HOO® hydrogen
abstraction from the hydroxyl group in methanol also presents
significant multireference character, according to the T1
diagnostic. This suggests that multireference issues may also
affect saturated systems. It has been established that a T1 value
of 0.02 or greater indicates a significant multireference
character for closed-shell systems. On the other hand, for
open shell systems such as the ones in the present study, the
benchmark value accepted so far is considerably larger and
equal to 0.045. Moreover, since it has been shown that density
functionals with a high fraction of Hartree—Fock (HF)
exchange are often inaccurate for multireference systems,*’~*
such systems would not be properly described using the M06-
2X functional. Because of structural similarities with alcohols,
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thiols could also be affected. However, it should be mentioned
that canolol®® and esculetin,® which are phenolic antioxidants
were tested, and they certainly do not present significant
multireference character.

Consequently in the present work the reliability of this
functional has been tested. We have performed the T1 test for
the main HT transition states in the DHLA + HOOQO?® reaction
and compared the results with those for the previously
described systems at CCSD(T)/6-311+G(d)//MO05-2X/6-
311+G(d,p) level of theory for the transition states
corresponding to H abstractions, when the abstraction takes
place from the SH moiety. The values obtained from the T1
diagnostic are presented in Table 1. The value for the methanol

Table 1. Values of T1 Diagnostic for Transition States
Involved in H Abstractions by Oxygenated Radicals, for the
O-H or S—H Moiety in Different Systems

system T1 diagnostic

ethenol + *OH 0.0447
phenol + *OOCH, 0.044
phenol + *OH 0.041¢
methanol + HOO® 0.048”
canolol + HOO® 0.023%
esculetin + HOO® 0.030°
DHLA S1 + HOO® 0.019

DHLA S2 + HOO® 0.021

“From ref 50. ’From ref 46. “From ref S1.

+ HOO?® system was taken from ref 46 and was obtained at the
CCSD(T)/aug-cc—pVDZ//MOé—ZX/MG3S level of theory.
According to values in Table 1, we can safely conclude that,
based on the T1 diagnostic, the thiols + peroxyl radical systems
have no important multireference character; moreover, the T1
values are the lowest among the studied systems.

Antioxidant Activity. As is the case for many scav-
engers,”> ™% the free radical scavenging activity of LA and
DHLA can take place through a variety of mechanisms. The
ones considered in this work are shown in the following
schemes: Scheme 1 for hydrogen transfer (HT) from LA;
Scheme 2 for HT from DHLA; and Scheme 3 for single
electron transfer (SET) mechanisms for both LA and DHLA.
Since in water both acids are deprotonated, the carboxylate
form was modeled. In nonpolar media we used protonated
forms.

The SET mechanism need not be included in nonpolar
environments since the latter do not promote the necessary
solvation of the intermediate ionic species yielded by this
mechanism. However, just to prove this point, the reaction
energies for the SET process were calculated and found to be
larger than 73 kcal/mol in all cases.

To obtain an initial screening of the reactivity and
thermodynamic viability of the studied reactions we have
calculated the Gibbs free energies of all possible reaction
channels. They are shown in Tables 2 —5 for LA and DHLA,
and for both media (lipid or aqueous).

The first conclusion that can be drawn from thermodynamic
data is that, as expected, hydrogen abstraction reactions by
*OH, for both acids (LA and DHLA) and for almost all
positions, are very exergonic. The *OH radical is very reactive,
because the O—H bond in the water molecule is very strong;
therefore, we expect, as usual, a low selectivity for *OH
reactions with LA and DHLA. Thus, we anticipate almost

dx.doi.org/10.1021/ci500213p | J. Chem. Inf. Model. 2014, 54, 1642—1652
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Scheme 1. Studied Reaction Channels for the HT Mechanism from LA
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diffusion controlled reactions of *OH with many of the H
atoms of the studied molecules, as previously found in the
study of the reactions of glutathione with the *OH radical."*
For this reason we will not include hydrogen transfer reactions
with *OH radical in the kinetics section, and assume that they
will proceed at diffusion-limited rates. Such reactivity of OH has
created a misconception about inevitability of oxidative stress
because antioxidants cannot react faster than OH. However, it
is important to note that OH is not the enemy to fight; other
reactive species, including its precursors, are the actual targets
of antioxidants.>’ Qualitatively, the same situation can be
observed for the *OCHj radical; however, these reactions are
much less exergonic; therefore, they are probably not as fast as
the reactions with *OH. To which extent? This question can be
answered only via kinetic calculations.

Regarding H abstraction reaction with the much less reactive
alkylperoxyl radicals, the situation changes dramatically. The
only bonds that are weak enough to be exergonically broken by
these radicals are the S—H ones. The H-OO bond in HOOH
is much weaker than the H—O bond in the H,O molecule, and
therefore it is not strong enough to favor the breaking even of a
tertiary C—H bond. It is noticeable that there are no exergonic
reaction channels for H abstraction from LA by either HOO®

r *OOCH;. Accordingly it is not expected that LA can
successfully scavenge hydroperoxyl or alkylperoxyl radicals via
hydrogen transfer. This great difference between the LA and
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DHLA reactivities is the first exciting result from this work. LA,
contrary to what is commonly assumed, cannot be considered
as an antioxidant because, even if it depurates OH and alkoxy
radicals, it reacts with them with rate constants that are similar
to the ones for reaction with biological targets.

No large differences are observed between results in aqueous
and lipid media. However, the reactions in water are
systematically more exergonic, by 1—6 kcal/mol, than in lipid
media. These differences are larger for the *OOCCI; reactions.

As expected, in lipid media the SET reactions are largely
endergonic for both antioxidants, since the anionic products are
not stabilized in a nonpolar solvent. The thermochemistry of
the single electron transfer (SET) reaction mechanism in
aqueous medium is different than HT. For the reaction of *OH
radical with LA the electron loss is exergonic by approximately
6 kcal/mol, whereas the corresponding DHLA reaction is
endergonic by 19 kcal/mol. Therefore, it can be concluded that
LA is capable of reacting via SET with very electrophilic
radicals, whereas DHLA is not reactive via this mechanism. The
deprotonated S—H form of DHLA could, in principle, react via
SET. However, it is not significantly deprotonated at
physiological pH, since the S—H pK,*® is close to 10.7. As
we will show later, its neutral form is very reactive via HT.
Thus, the deprotonated form is not expected to play any role in
the antioxidant activity of DHLA as was demonstrated recently
for glutathione.'*

dx.doi.org/10.1021/ci500213p | J. Chem. Inf. Model. 2014, 54, 1642—1652
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Scheme 2. Studied Reaction Channels for the HT Mechanism from DHLA
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From thermodynamic data and comparisons with previous nonselective. As a consequence, the in vivo antioxidant activity
results we can conclude that LA reacts only with very reactive of LA-DHLA can only be attributed to DHLA. In a second
radicals, and that the reaction is diffusion controlled and stage of this work we will model the kinetics of the exergonic
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Table 2. Reaction-Free Energy, AG°, for Electron Transfer
(SET) and Hydrogen Transfer (HT) for LA for Different
Radicals (solvent water)

‘OH *OCH; HOO® °OOCH; °OOCHCH, °®OOCCl;
SET —6.1 5.0 17.9 26.0 20.0 3.5
HT-1 -28.1 —12.8 4.1 5.8 4.5 -3.6
HT-2 -239 -8.7 82 9.9 8.6 0.5
HT-3 236 -84 8.5 10.2 8.9 0.8
HT-4 243 -9.0 7.8 9.5 82 0.1
HT-S -29.0 —13.7 3.1 4.9 3.6 —4.6
HT-6 —248 -9.6 7.3 9.0 7.7 —-0.4
HT-7 =274 —12.1 4.8 6.5 S.1 =3.0

Table 3. Reaction Free Energy, AG°, for Electron Transfer
(SET) and Hydrogen Transfer (HT) for DHLA for Different
Radicals (solvent water)

*OH *OCH; HOO® °OOCH; °OOCHCH, °OOCCl,
SET 19.1 30.0 43.0 51.2 45.2 28.7
HT-1 =279 —12.6 4.3 6.0 4.7 -34
HT-2  —243 -9.0 7.8 9.5 82 0.1
HT-3 —25.4 —10.2 6.7 8.4 7.1 —-1.0
HT-4 -23.3 —-8.0 8.9 10.6 9.3 1.1
HT-5 —29.1 —13.8 3.1 4.8 3.5 —4.7
HT-6 —26.3 —11.0 5.9 7.6 6.3 —-1.8
HT-7  —268 —115 5.4 7.1 5.8 -2.3
HT-S1 —37.8 —22.6 —5.7 —4.0 -5.3 —-13.4
HT-S2 =372 -21.9 =5.1 -34 —4.7 —12.8

Table 4. Reaction Free Energy, A G°, for Electron Transfer

(SET) and Hydrogen Transfer (HT) for LA for Different
Radicals (solvent pentylethanoate)

AG° *OH *‘OCH; HOO® °OOCH; °OOCHCH, °*OOCCIl;
SET 494 59.8 69.5 70.1 58.7 37.0
HT-1 —24.3 -9.1 8.1 10.2 9.0 1.6
HT-2 —-19.9 —4.6 12.6 14.7 13.5 6.0
HT-3 —-20.4 =S.1 12.0 14.1 13.0 S.S
HT-4 =221 —6.8 10.3 12.4 113 3.8
HT-S —25.6 —-10.4 6.8 8.9 7.7 0.3
HT-6 -21.2 =59 11.2 13.3 12.2 4.7
HT-7 —24.3 -9.0 8.2 10.3 9.1 1.6
HT-O 6.4 21.7 38.8 40.9 39.7 32.3

Table 5. Reaction Free Energy, AG’, for Electron Transfer
(SET) and Hydrogen Transfer (HT) for DHLA for Different
Radicals (solvent pentylethanoate)

AG° *OH ‘OCH; HOO® °OOCH; °OOCHCH, °®OOCCl;
SET 73.5 83.9 93.6 94.2 82.8 61.1
HT-1 —254 —10.1 7.0 9.2 8.0 0.5
HT-2 —19.6 —4.3 12.9 15.0 13.8 6.3
HT-3 —-21.7 —6.4 10.7 12.8 11.7 4.2
HT-4 —-21.8 —6.5 10.6 12.7 11.6 4.1
HT-S =25.1 -9.9 73 9.4 82 0.8
HT-6 -21.7 —6.4 10.8 12.9 11.7 42
HT-7 —234 -8.1 9.0 11.1 10.0 2.5
HT-S1 =353 —20.0 —-2.8 -0.7 -1.9 —-9.4
HT-S2 =337 —184 -13 0.8 -0.4 -7.8
HT-O =59 9.4 26.5 28.6 27.5 20.0

reaction channels with all radicals, except for the most reactive
*OH radical, whose reactivity is so large that it abstracts almost
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any H atom. In this way we shall be able to evaluate the Gibbs
free energy barriers and rate constants, and therefore
quantitatively assess the primary antioxidant activity.

Kinetic Study. We have performed the kinetic study of all
exergonic reaction channels obtained in the thermodynamic
study. These reaction channels are the only candidates expected
to have large enough rate constants. In the particular case of the
*OH radical reactions, their kinetics were excluded because the
reactions are expected to be diffusion controlled. The Gibbs
free energy of activation (AG¥) for the different reaction
channels involving LA and DHLA in water, are reported in
Table 6 and 8, while those in pentylethanoate are given in
Tables 7 and 9.

Table 6. Rate Constants (k) and Gibbs Free Energy of
Activation (AG¥) for Reactions for Lipoate, in Water

*OCH, *00CCl,
AGH AG*

(kcal/mol) k(M s7h) (kcal/mol) k(M s7h)
SET - 5.4 x 10° - 22 % 108
HT-1 9.2 82 X 10° 12.6 4.6 x 10*
HT-2 8.3 2.6 X 107 11.1 2.0 % 10°
HT-3 10.6 7.4 X 10° 14.9 5.7 X 10*
HT-4 11.9 12 x 10° 12.7 24 x 10*
HT-5 7.9 1.1 x 107 9.1 2.9 x 10°
HT-6 12.0 1.2 X 10° 132 1.7 x 10*
HT-7 8.5 6.9 x 10° 8.8 4.6 x 10°
total - 5.86 x 107 - 226 x 10°
total (exp)™ 1.8 x 10°

Table 7. Rate Constants (k) and Gibbs Free Energy of
Activation (AG¥) for Hydrogen Abstraction from LA, in
Pentylethanoate

*OCH, *00CCl,

AG¥ (kcal/mol)  k(M7's7!)  AGF (kcal/mol)  k(M™'s7!)
HT-1 13.7 1.3 x 10* 20.3 88 x 107!
HT-2 13.0 2.4 x 10* - -
HT-3 13.9 5.4 % 10° - -
HT-4 14.1 48 x 10° - -
HT-S 10.1 4.8 x 10° 11.7 2.9 x 10*
HT-6 14.6 3.6 X 10° - -
HT-7 9.7 1.1 X 10° 13.3 2.7 X 10°
total - 1.6 x 10° - 32 x 10*

The comparison between DHLA and LA again shows that
the first is much more reactive than the latter. The trend
observed in the Gibbs energy barriers shows that the SH groups
are responsible for most of the antioxidant activity, these
barriers being the lowest in all cases. The comparison of the LA
and DHLA Gibbs free energies of activation shows that, even
for the less selective *OCHj radical, the barrier for the SH site
in DHLA is approximately 1.5 kcal/mol lower than the lowest
AG* for LA. For less reactive radicals the reaction is
thermodynamically disfavored for LA. From all the studied
channels shown in Schemes 1—3 only reaction channels 2H
and 2I, see Scheme 2, are responsible for the antioxidant
activity of LA—DHLA pair.

It is important to call attention to the exceptionally small
AG* of activation for the reaction of HOO® with DHLA in
aqueous solution, which is even lower than the corresponding
barrier in the *OCHj; reaction. This situation is not observed in
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Table 8. Rate Constants (k) and Gibbs Free Energy of Activation (AG*) for Hydrogen Abstraction in DHLA, in Water

*OCH, HOO*® *O0CH,
AG¥ (kecal/mol) k(M s7h) AG¥ (kcal/mol) k(M1tsTh) AG* (kcal/mol) k(M sTh)
HT-1 9.5 5.6 x 10° - -
HT-2 104 8.8 x 10° - -
HT-3 11.0 3.9 x 10° - -
HT-4 11.7 1.7 X 10° - -
HT-5 8.6 5.4 x 10° - -
HT-6 10.6 1.2 x 10° - -
HT-7 9.4 2.0 x 10° - -
HT-S1 7.3 6.1 X 107 162 9.0 X 10? 15.7 2.0 X 10°
HT-S2 6.9 5.1 x 107 64 1.3 x 10* 134 4.0 x 10*
total - 1.3 x 10° - 1.3 x 10° - 42 x 10*
total (exp)” 1.32 x 108
2.92 x 10°
*OOCHCH, *00CCl,
AGF (kcal/mol) kMt s AGF (kcal/mol) kMts)
HT-1 - - 13.0 2.3 x 10*
HT-2 - - 10.6 62 x 10°
HT-3 - - 12.2 4.7 x 10*
HT-4 - - 12.5 3.9 x 10*
HT-5 - - 10.0 8.9 x 10°
HT-6 - - 12.7 3.4 x 10*
HT-7 - - 10.8 2.0 x 10°
HT-S1 132 6.1 x 10* 124 2.1 X 10°
HT-S2 13.0 3.6 x 10* 11.8 2.6 X 10°
total - 9.7 x 10* - 2.3 X 10°
total (exp) 2.7 X 107

“Assuming that the rate constant of O,*~

is because of its conjugated acid HOO® with 0.0025 molar fraction at pH 7.4."

Table 9. Rate Constants (k) and Gibbs Free Energy of Activation (AG¥) for Hydrogen Abstraction from DHLA, in

Pentylethanoate
*OCH, HOO* *O0CH,
AG* (kcal/mol) k(M sh) AG* (keal/mol) kMt s™) AG¥ (kecal/mol) k(Msh)
HT-1 13.6 1.9 x 10* - -
HT-2 14.4 3.1 x 10 - -
HT-3 13.6 6.6 X 10° - -
HT-4 14.6 3.1 x 10° - -
HT-5 8.9 49 x 10° - -
HT-6 13.8 9.4 X 10° - -
HT-7 11.8 5.6 x 10* - -
HT-S1 7.1 7.0 X 107 15.19 2.1 x 10° 162 4.1 x 10*
HT-S2 8.7 3.3 x 10° 15.46 9.0 X 10? 16.6 12 % 10?
total - 7.83 X 107 - 2.96 x 10° - 5.3 x 10?
*OOCHCH, *00CCl,
AG* (keal/mol) k(M sTh) AG* (keal/mol) k(M sTh)
HT-1 20.1 1.11
HT-5 13.6 22 % 10°
HT-7 142 8.7 X 107
HT-S1 152 1.5 x 10° 13.5 22 x 10*
HT-S2 16.7 1.1 x 107 13.6 9.3 x 10°
total - 1.6 x 10° - 3.41 x 10*

a simulated lipid environment, and the explanation can be
found in the structure of the transition state shown in Figure 1.
As can be seen in Figure 14, in the transition state of HOO® in
water, the deprotonated carboxyl group and the electron-
deficient HOO® hydrogen atom form a very strong H bond
between the two moieties. This results in a free energy of
activation which is much lower than what would be expected
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from the bond dissociation energies (BDE) of the breaking S—
H bond and the forming H—OOH bond. Although DHLA has
two SH groups, only one of them is in a conformation that is
appropriate for the formation of this type of hydrogen bonding.
The other one can be used to assess the magnitude of the
effect; as can be seen from Table 8, the S2 transition state is
approximately 10 kcal/mol more stable than for S1. The effect
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Figure 1. Molecular graphics and main geometrical parameters of
selected transition states (A) TS-HT-S2 with OOH in water, (B) TS-
HT-S2 with OOCH; in water, (C) TS-HT-S2 with OOH in
pentylethanoate, (D) TS-HT-S1 with OOH in water.

of the carboxylate moiety is so important that, even for the
transition state of the rest of the radicals that cannot form a
hydrogen bond (all except HOO®), the S2 transition state is
less energetic than S1, even though the latter is bonded to a
tertiary carbon atom while the first is bonded to a secondary
carbon atom.

In simulated lipid media the carboxyl group is protonated,
and therefore, the H bond in much weaker (Figure 1B) and has
no effect on the free energies of activation. Consequently, the
S1 position has a slightly lower free energy of activation because
S1 is bonded to a tertiary carbon atom. The transition state
with *OCHj; (Figure 1-C) has no possibility of forming an
especially stable transition state and the situation in both media
is similar to the one for HOO® in a lipid medium.

The order of overall reactivities for radicals involved in H
abstraction in water is HOO® =~ *OCH; > *OOCHCH, >
*OO0CH;, whereas in lipid medium it is *OCH; > *OOCHCH,
> *O0CH; > HOOQ®; i.e. the hydrogen bond in the transition
state between H—OO and carboxylate inverts the order of
reactivities, transforming the less reactive radical HOO® into
one of the most reactive. Taking into account the importance of
the O,"” + H" = HOO?® equilibrium in biological systems, and
the great importance of the superoxide radical, this situation
could be of great relevance in understanding the role of SH
groups close to a carboxylate moiety in living systems.

The Gibbs free energy of activation is an excellent criterion
to evaluate the rate of radical scavenging reactions. Moreover,
since the units are kcal/mol, they are easily assimilated for
those readers that are accustomed to making comparisons using
energy units. However, there is an important factor that is
missed in classical Gibbs free energies of activation, ie. the
tunneling corrections, which for this kind of reaction have been
reported to play an important role.** %" Additionally, it is more
common to make comparisons in terms of rate constants. For
these reasons we have calculated the rate constants for each
reaction channel using conventional transition state theory and
ZCT tunneling corrections. We are assuming that the
variational effects are not important in this case, because in
the very few previous studies for HT reactions involving
antioxidants it was found to be unimportant.*>!
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The calculated rate constants are reported in Tables 6 and 7,
for the reactions of LA with the most reactive radical, *OCHj,
in water and pentylethanoate. In water we have also included
the *OOCCI,; radical. Its rate constants are large for almost all
positions, independently of the nature of the site, in agreement
with the low selectivity of this very reactive radical. It is
important to mention that *OOCCI; and *OCH,; radicals
would react with similar rates with structurally equivalent
biological molecules. It is well-known that, in order to be
considered a good antioxidant, a compound should react faster
than the biological targets. This is definitively not the case of
LA with most of the studied free radicals. It should be noticed
that we have not tabulated the rate constants of *OOCCl; with
LA in lipid media, the reason being that the corresponding
reactions are endergonic. In this case, even if the reactions were
fast, as expected, the reverse reactions would be even faster
because of the low equilibrium constant.

The calculated rate constants for H abstraction from DHLA,
in both water and pentylethanoate, are reported in Tables 8 and
9, respectively. The first conclusion is that the reactions are
much faster in water than in pentylethanoate. In the case of the
very reactive alkoxyl radical the ratio k water/k pentylethanoate
is about 2, while for the less reactive OOCH; the ratio is
approximately 78. It is significant that the ratio for OOH radical
is more than 4 orders higher (4.3 X 10* M™' s7'), with an
overall rate constant, in water, of 1.28 X 108 M~ s7}, ie. the
reaction is almost diffusion controlled. This rate constant
positions DHLA among the best OOH scavengers in water,
which is the most important medium for biological systems. It
is important to notice that this exceptional reactivity is due not
only to the presence of the S—H moiety but also to the strong
H bond that is formed with COO™ in the transition state. This
situation occurs also in the case of glutathione; however, in the
present case the lowering in the energy barrier is even more
important, probably because the relative positions of SH and
COO™ are optimal.

This is one of the most important findings of this
contribution. Usually the reactivity of certain positions in a
molecule can be evaluated via the stability of the formed
products, in agreement with Bell—-Evans—Polanyi principle. In
the present case, however, a large deviation from this principle
occurs because the reaction of *OCHj at the S2 position is
approximately 15 kcal/mol more exothermic than the
corresponding reaction with an OOH radical; while the rate
constants are very similar, i.e., even though both S—H positions
have similar bond dissociation energies (BDE), their reactivities
are very different. In the present case the carboxylate anion acts
as an intramolecular catalyst in a manner that is similar to the
one used by enzymes. The only way to observe such a dynamic
interaction is by modeling the transition states, as we have done
in this article.

If the rate constant with HOO?® radicals in lipid media is used
as a comparison criterion, DHLA and 34-DHBA are ?Predicted
to react almost as fast as Trolox (3.4 X 10°> M~! s71),** which is
frequently used as an antioxidant reference. Compared to other
antioxidants, the peroxyl radical scavenging activity of this
compound was found to be lower than those of carotenes
(~10°-10° M7! §71),%*%* dopamine (8.2 x 10° M~ s71)%
canolol (6.8 X 10° M~! s71),** and hydrox_;rtyrosol (64 x 10°
M1 s71);% sesamol (3.3 x 10* M~! s71),%” and sinapinic acid
(1.7 x 10* M7 s71).°® 1t is similar to those of protocatechuic
acid (5.1 x 10%),% ca?saicine (6.5 x 10%),”° and @-mangostin
(7.8 x 10* M~ s71);”" and higher than those of tyrosol (7.1 X
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10> M~! s71),% melatonin (3.1 X 10> M~ s7!)7* and caffeine
(32 x 10" M~ s71).5¢

In aqueous solution the overall rate constants of the reactions
of DHLA with ROO?® are much higher than in nonpolar media.
This is mainly caused by the influence of the carboxylate group.
Therefore, it can be stated that the anionic forms are much
better peroxyl, and particularly HOO?®, scavengers than the
neutral species. In such a media, DHLA is predicted to react
with HOO® 1.4 X 10° times faster than Trolox (8.96 X 10* M™!
s71).%* Compared to other antioxidants, DHLA is predicted to
have peroxyl radical scavenging activity much higher than those
of melatonin (2.0 X 10' M~! s7!),”* caffeine (3.3 X 107! M~!
s™1),% allicin (7.4 x 10° M~! s7'),”® thioacrolein (2.9 x 10*
M~! s71),7 and dopamine (2.2 X 10° M~! s7);%and even
higher than excellent antioxidants such as canolol (2.50 X 10°
M1 s71)%° a-mangostin (1.4 x 10° M~! s7),”" protocatechuic
acid (1.3 x 107 M~! 71),%° 2-propenesulfenic acid (2.6 X 107
M sh),7 glutathione (2.7 X 10" M s71),sesamol (2.4 X
108 M7' s71),%” and resveratrol (5.62 x 107).”* Only
piceatannol (1.1X 10° M™' s7!)”* has a larger rate constant.
Therefore, it can be stated that in aqueous solution, at
physiological pH, DHLA is among the best peroxyl radical
scavengers identified so far.

In order to analyze the relative importance of the different
mechanisms and reaction paths on the overall HOO®
scavenging activity of the studied DHLA, the branching ratios
have been estimated (Tables S1 and S2, Supporting
Information [SI]), according to

k.
7" = — x 100

tot

™)

ki
iz X 100

overall

FW’PH=7‘4 —
(8)

where i represents each particular path

As was pointed out before, the S—H moieties are responsible
for the antioxidant activity, and the S—H group located close to
the carboxylate group in water solution is responsible for the
unexpected scavenging activity in this environment.

In conclusion we can say that, according to our calculated
rate constants, in aqueous media DHLA is an excellent
antioxidant that, if present in appropriate concentrations, will
prevent oxidative damage because it reacts much faster than any
biological target with the studied radicals. The latter have been
chosen to represent a wide range of reactivities. Particularly, for
OOH radicals, the rate constants are so fast that it would
prevent oxidative damage even at low concentrations.

It is important to mention that, since the antioxidant action
of thiols is due to the homolysis of an S—H bond, in principle
the polarity of the solvent would not be expected to have a
large influence. However, since a polar solvent increases the
acidity of the carboxyl group, thus enabling the formation of
carboxylate that in turn can catalyze the reaction, the
antioxidant capacity of DHLA increases dramatically in water.

Comparison of the Calculated Rate Constants with
Experimental Values. The methodology used in this work
has been previously tested against experimentally measured rate
constants, and the maximum deviation found between
theoretical and experimental rate constants values is a factor
of 2, which is about the same as the deviation between any two
experimental values."”> However, as with any modeling, when
possible it needs to be tested against experimental data.
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Only a few experimental rate constants have been reported
for the systems studied in this work. However, these few values
allow us to prove again, for these particular systems, that our
methodology is correct. We have shown that LA is not a good
antioxidant because it reacts only with very reactive radicals
such as *OH, *OCHj;, and *OOCCI;. This seems to be in
contradiction with the fact that the experimental rate constants
for the *OH reactions are larger with LA than with DHLA. Our
calculations show that, because LA is capable of reacting via
SET with very electrophilic radicals, even if it does not react at
all with peroxide radicals it reacts faster than DHLA with
*OO0CCl;. Our calculated rate constant for LA + *OOCCl,
(226 x 10°* M7 s7') is in excellent agreement with the
experimental value (1.8 X 10° M™' s7!)."> This value is larger
than the one for DHLA + *OOCCI; In this case the agreement
with experiment is not as excellent but is still quite good.

According to Packer et al.” LA scavenges neither
methylperoxyl radicals nor superoxide radical anions. In this
work we arrive exactly at the same conclusions.

Packer et al.” also found that the situation is quite different
for DHLA. Although it is slightly less reactive with very reactive
radicals, it is capable of reacting very fast with HOO?®, and
therefore scavenges via acid/base equilibrium its conjugated
base, the O,°” radical. It can also scavenge practically any
radical, including alkyl peroxide radicals. Our results are in
excellent agreement with this qualitative experimental evidence.
Regarding the scarce quantitative data available, our calculated
rate constant for HOO® /(0,*”) 128 x 10° M~! s7' is in
perfect agreement with one of the experimental rate constants
132 x 10° M~ 57112

B CONCLUSIONS

Lipoic acid itself is not a good primary antioxidant because it
does not depurate the less reactive, long-lived, radicals that are
of huge importance for oxidative stress. On the other hand
almost any molecule in a living organism can react with OH
radicals at almost diffusion-controlled rates.

Dihydrolipoic acid is an excellent antioxidant capable of
scavenging almost any oxygen-centered radical as well as others
with similar reactivity.

While lipoic acid is a mild electron donor that is capable of
reacting with very electrophilic radicals, DHLA is an excellent
donor of H atoms that reacts essentially via a hydrogen transfer
mechanism.

Even though it is important to know which one of LA and
DHLA is the one acting as antioxidant within living organisms,
it should be recalled that they are in equilibrium via
biochemical reactions in vivo. The results of this work illustrate
the need for studying in detail the interconverting rate of one
into another in order to find out which one is favored in the
equilibrium. This of course should be done in vivo. Only if
DHLA concentrations are important and the interconversion is
fast, it would be relatively unimportant which form is
consumed.

Dihydrolipoic acid is one of the few antioxidants that is
capable of reacting with HOO® radicals at rates of the order of
10° M™" s7" and it is the only one, to our knowledge, that can
react as fast via a hydrogen transfer mechanism. This is related
to the unique structure of DHLA that places the —SH and
—COO™ moieties at an ideal distance to “trap” the HOO®
radical and transfer an H atom to it, which is exactly the same
way the active sites of enzymes work; i.e. the catalyst is near the
reactive site in a perfect place.
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The methodology used in this study, has proven once again
its validity for the study of any kind of reaction rates of ROS
with antioxidants, and therefore for antioxidant activity. It
seems to be an excellent complement to experimental studies.

These conclusions are in perfect agreement with the few
experimental data available, within the expected accuracy of
experimental results and theoretical calculations.
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