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1.  Abreviaturas frecuentes 

RSH…………….Tiol 
RS-……………...Tiolato 
E+………………. Electrófilo 
RSOH…………. Ácido sulfénico 
RSO2H…………. Ácido sulfínico 
RSO3H ……..…. Ácido sulfónico 
RS•……….Radical tiílo 
RSSR………. Disulfuro 
HSA……….Seroalbúmina humana 
-NO2 ………. Grupo nitro 
NO2

- ……….Nitrito 
NO2

•……….Dióxido de nitrógeno 
NO• ………. Óxido nítrico 
ONOO-………. Peroxinitrito 
LNO2……….Ácido nitrolinoleico 
NO2OA……….Ácido nitrooleico 
CLA……….Ácido linoleico conjugado 
NO2CLA……….Ácido nitrolinoleico conjugado 
DTNB……….5,5′-ditiobis(2-nitrobenzoato) 
TNB………. 2-nitro-5-tiobenzoato 
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1. Introducción 

1.1 Tioles 

Se denomina tiol (RSH) a un compuesto orgánico con un grupo funcional 

formado por un átomo de azufre y un átomo de hidrógeno donde el azufre se 

encuentra unido a un carbono y al hidrógeno de forma análoga al oxígeno en 

un grupo hidroxilo (alcohol). Debido a su estructura electrónica, este grupo 

tiene numerosas propiedades químicas que le permite cumplir funciones 

diversas. La versatilidad química es la principal característica de este grupo [1]. 

1.1.1 Propiedades 

1.1.1.1  Acidez 

Entre las propiedades del grupo tiol se encuentra su acidez (ecuación 1). El 

azufre tiene mayor tamaño y menor electronegatividad que el oxígeno, de 

modo que el enlace entre el azufre y el hidrógeno es débil si es comparado con 

el enlace entre el oxígeno y el hidrógeno, por lo cual los tioles son mucho más 

ácidos que los alcoholes. Los tioles tienen un pKa entre 5 y 6 unidades más 

bajo que los alcoholes [2] y pueden desprotonarse con mucha más facilidad. La 

base conjugada que se forma (tiolato, RS-) es muy estable en comparación a 

su análogo con oxígeno debido a que, al tener mayor tamaño, el átomo de 

azufre tiene mayor espacio para la distribución de la carga negativa. El tiolato 

es un muy buen nucleófilo, aunque una mala base.[3] 

 

RSH ⇆  RS− + H+ 

1.1.1.2  Nucleofilia 

Los tioles son nucleófilos debido a los electrones libres del azufre. La 

nucleofília es mayor en la forma desprotonada (tiolato). Los tiolatos son 

capaces de reaccionar rápidamente con electrófilos [3] formando un enlace 

covalente (ecuación 2). La nucleofilia es central para la reactividad de los tioles, 

ya que desde el punto de vista mecanístico prácticamente todas las reacciones 

de los tioles implican un ataque nucleofílico sobre un electrófilo. 

RS− + E+  ⇆ RS − E 

El hecho que la especie que interviene en el ataque nucleofílico sea en realidad 

el tiolato es compatible con la observación de que las constantes en este tipo 

(ecuación 1) 

(ecuación 2) 



5 

 

de reacciones suelen aumentar a valores de pH más básicos, donde hay más 

tiolato disponible. Debido a esto, se suele aseverar que tioles con un pKa más 

bajo son más reactivos ya que van a tener más tiolato disponible a un pH 

neutro. En realidad, la nucleofilia depende de la densidad electrónica del átomo 

que reacciona, de modo que ésta aumenta con la basicidad. En una reacción 

entre un tiol y un electrófilo, en una situación hipotética donde todos los tioles 

se encontraran en la forma de tiolato, la reactividad aumentaría con el pKa del 

tiol [4]. 

1.1.2  Propiedades redox 

1.1.2.1  Productos 

El átomo de azufre puede adoptar estados de oxidación entre +6 y -2. Los 

productos de oxidación de los tioles son muy variados [5] entre ellos se 

encuentran los ácidos sulfénico (RSOH), sulfínico (RSO2H) que suele ser un 

producto final y sulfónico (RSO3H) (Figura 1) el cual no puede volver a 

reducirse. Los tioles se oxidan al reaccionar con oxidantes de dos electrones 

como los peróxidos (ROOH) u oxiácidos de halógenos como el ácido 

hipocloroso (HClO) formando ácido sulfénico, el cual es inestable y suele 

reaccionar con otro tiol para formar un disulfuro (RSSR). Varias semi-

reacciones de oxidación de tioles tienen valores de potencial redox estándar 

que fueron medidos, especialmente en tioles biológicos, por ejemplo: Eº 

(GSSG, 2 H+/ 2 GSH) = -0.23 V [1]. 

Los tioles también pueden oxidarse por medio de reacciones de oxidación de 

un electrón, donde se forman radicales tiílo (RS•) que pueden reaccionar entre 

ellos formando disulfuros o con oxígeno formando radicales peroxilo (RSOO•) 

que pueden llevar a la formación de oxiácidos. También pueden reaccionar con 

tioles formando anión disulfuro (RSSR•), capaz de formar el radical superóxido 

(O2
.-) a partir de dioxígeno [6].  



6 

 

 

 

  

 

Como se mencionó previamente, los tioles pueden oxidarse al estado de 

ditioéter, normalmente llamados disulfuros (ecuación 3), donde los átomos de 

azufre se unen por un enlace covalente muy estable pero que puede ser 

reducido nuevamente a dos tioles. 

RSH + R′SH ⇆ RS − SR′ + 2e− + 2H+ 

Este enlace suele verse mucho entre tioles de proteínas extracelulares a las 

que les da estabilidad estructural ya que al ser covalente no se rompe en la 

desnaturalización como ocurre con las interacciones débiles (puentes de 

hidrógeno, ión-dipolo, dipolo-dipolo, Van der Waals).  

Debido a las propiedades redox mencionadas previamente, los tioles pueden 

encontrarse formando parte de la región catalítica de varias enzimas, 

principalmente las involucradas en reacciones redox. 

1.1.3 Tioles biológicos 

1.1.3.1  Funciones 

Una de las principales funciones de los tioles biológicos, tanto los que forman 

parte de proteínas como los que no, es la de regular la homeostasis redox en el 

ser vivo manteniendo una cierta proporción entre las formas reducidas y 

oxidadas de las moléculas. Esta homeostasis es muy importante si se tiene en 

(ecuación 3)  

Figura 1. Algunos ejemplos de oxidación de tioles. El tiol de una proteína (izquierda, en 

negro) reacciona con peróxido de hidrógeno (H2O2) oxidándose a ácido sulfénico (centro, 

en rojo) el cual puede estabilizarse (abajo a la izquierda, en rojo) volver a oxidarse a ácido 

sulfínico (abajo, en azul), reaccionar con otro tiol cercano en la proteína formando un 

disulfuro intramolecular (abajo, en naranja) o reaccionar con otro tiol (en este caso, 

glutatión) formando un disulfuro intermolecular (abajo, en violeta).  
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cuenta que las reacciones redox están involucradas en procesos metabólicos 

vitales como la fotosíntesis o la respiración celular, donde intervienen cadenas 

de transporte de electrones formadas por complejos de proteínas y cofactores 

con distintos estados de oxidación. Su alta versatilidad les permite también 

cumplir funciones como neutralización de sustancias tóxicas, regulación de 

procesos como la inflamación y transcripción de genes, y la formación de 

complejos con iones de zinc, hierro y mercurio entre otros. 

1.1.3.2  Cisteína 

Los tioles que forman parte de proteínas suelen hacerlo por medio del 

aminoácido cisteína (Figura 2) y los disulfuros proteicos suelen estar formados 

por dos de estos aminoácidos que se encuentren a una distancia apropiada 

(2.5 Å aproximadamente). También pueden encontrarse tioles de bajo peso 

molecular os, éstos son mayoritariamente cisteína y derivados como el 

glutatión, homocisteína y cisteinilglicina entre otros. 

 

 

 

 

La cisteína es el segundo aminoácido menos abundante en proteínas. En su 

síntesis, el azufre se obtiene a partir del aminoácido metionina y su esqueleto 

carbonado del aminoácido serina. La cisteína suele encontrarse en proteínas 

únicamente cuando cumple con una determinada función. Mutaciones en la 

cisteína frecuentemente están asociadas a enfermedades genéticas 

(conservación funcional) y las cisteínas sin función específica tienden a ser 

reemplazadas por otro aminoácido. En los casos de cisteínas en proteínas, 

éstas pueden clasificarse según su función en: 

Estructurales: Son cisteínas que forman enlaces disulfuro entre ellas ayudando 

al plegamiento de la proteína y dándole estabilidad. Los disulfuros suelen 

encontrarse con frecuencia en proteínas expuestas a medios relativamente 

oxidados, como las que van a ser excretadas fuera de la célula. En estos casos 

las proteínas se encuentran más expuestas a la desnaturalización y los enlaces 

disulfuro les dan estabilidad ayudando a mantenerlas en su forma nativa 

(Figura 3).  

Figura 2. Representación de algunos tioles de bajo peso molecular presentes in vivo. 
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Figura 3. Ejemplo de cisteínas estructurales. Representación de insulina humana donde se 

pueden apreciar las dos cadenas que forman la proteína en su forma final (cadenas A y B) con 

cada aminoácido representado con tres letras y sus respectivos extremos N y C-terminales. Las 

dos cadenas se mantienen unidas por medio de puentes disulfuro (en rojo) que se dan a nivel 

de sus cisteínas. Además de mantener las cadenas unidas, los puentes disulfuro le dan forma 

a la proteína y la protegen de la desnaturalización. Tomado de [7]. 

Catalíticas: Se encuentran en sitios activosos de enzimas y pueden catalizar 

diversos tipos de reacciones redox como intercambios tiol-disulfuro o reducción 

de peróxidos. También pueden intervenir en reacciones no redox, por ejemplo: 

peptidasas de cisteína donde el azufre realiza un ataque nucleofílico sobre el 

carbono del enlace peptídico (figura 4). 

 

Figura 4. Ejemplo de cisteína catalítica. Representación del sitio activo de una peptidasa con 

su sustrato (enlace peptídico) donde los electrones del tiol de un residuo de cisteína (pintado 

con amarillo) realizan un ataque nucleofílico al carbono del enlace peptídico. Tomado de [8] 

Regulatorias: Cisteínas que se encuentran en proteínas donde un cambio en 

este residuo, que puede ser una oxidación u otro tipo de modificación 

covalente, regula la actividad de la proteína [9]. Estos fenómenos suelen verse 

en factores de transcripción, como la proteína p53, cuya forma inactiva posee 

dos cisteínas formando un disulfuro que al ser reducido pasa a la forma activa 

(figura 5). 
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 Figura 5. Ejemplo de cisteína regulatoria. Representación del factor de transcripción p53 

donde la actividad de la proteína es regulada por el estado de oxidación de sus dos cisteínas 

(representadas en la parte inferior de la proteína). Cuando las cisteínas se encuentran 

oxidadas formando un disulfuro, la proteína no se encuentra activa pero cuando la proteína 

Ref-1 reduce el disulfuro formando dos tioles, la p53 se une al ADN promoviendo la 

transcripción. Tomado de [10]. 

1.1.3.3  Homeostasis redox 

La gran versatilidad química de los tioles, especialmente en reacciones del tipo 

redox, ha llevado a que tengan un gran peso en la regulación del estado redox 

en el organismo mediante una variedad de enzimas que catalizan reacciones 

como intercambios tiol-disulfuro (tiorredoxinas [11], figura 6), transferencias 

tiol/radicales tiílo (ribonucleótido reductasa), reducción de disulfuros (glutatión 

reductasa) y reducción de peróxidos (peroxirredoxinas). 

 

Las tiorredoxinas son enzimas cuya principal función es catalizar la reducción 

de disulfuros de proteínas. La catálisis se da por medio de dos cisteínas que se 

encuentran separadas por dos residuos entre medio de ellas en la cadena de 

aminoácidos (CXXC). Al encontrarse a una distancia óptima, las cisteínas 

pueden oxidarse y formar un disulfuro, reduciendo así otras proteínas (sustrato) 

en reacciones de intercambio tiol-disulfuro. Para que la enzima vuelva a ser 

funcional las cisteínas deben volver a reducirse, esto se logra por medio de otra 

enzima, la tiorredoxina reductasa (TR), en una reacción dependiente de 

NADPH. Las glutarredoxinas (Grx) tienen también la capacidad de reducir 

disulfuros, principalmente proteínas glutationiladas, y son reducidas por el 

glutatión. El glutatión oxidado es luego reducido por la glutatión reductasa 

(GR), (Figura 7).  
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Figura 6. Ejemplo de intercambio tiol/disulfuro entre las cisteínas de dos proteínas 

representadas en azul y rojo. Uno de los tioles de la proteína en azul previamente 

desprotonado (izquierda) realiza un ataque nucleofílico sobre el disulfuro de la proteína en rojo 

rompiéndolo y formando un nuevo enlace (centro) que es resuelto por un nuevo ataque 

nucleofílico del otro tiolato de la proteína azul (la desprotonación del tiol no se muestra) para 

dar lugar al estado final donde los tioles de la proteína azul forman un disulfuro (oxidación) y los 

tioles de la proteína roja se encuentran ambos reducidos. Tomado de [12]. 

Figura 7. Sistemas de oxidación/reducción para los sistemas de la tiorredoxina (arriba) y el 

glutatión (abajo) donde se muestran las distintas enzimas/moléculas con capacidad de oxidarse 

o reducirse entre ellas manteniendo así el estatus redox. 

1.1.4  Concentraciones biológicas 

En el medio intracelular, los tioles se encuentran a concentraciones altas, que 

alcanzan el rango milimolar. Los tioles de bajo peso molecular se encuentran 

representados mayoritariamente por el glutatión, con una concentración entre 2 

y 17 mM [13]. En el citosol, el glutatión se encuentra prácticamente en su 

totalidad reducido [14], [15] y en la célula en general un 91% reducido [16]. Los 

tioles que se encuentran a mayor concentración en el medio intracelular son los 

tioles proteicos, que se encuentran también mayoritariamente reducidos (90% 

[16]). 
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 A diferencia de lo que ocurre en el medio intracelular donde los tioles 

(principalmente glutatión y tioles proteicos) se encuentran en alta concentración 

y mayoritariamente reducidos, en el medio extracelular, particularmente en el 

plasma, los tioles se encuentran en menor concentración y están 

predominantemente oxidados. El tiol más abundante lo constituye la 

seroalbúmina humana (HSA) (~0.6 mM) [16], cuya única cisteína libre se 

encuentra mayoritariamente reducida. Los tioles de bajo peso molecular, 

representados por el glutatión, cisteína, cisteinilglicina y homocisteína se 

encuentran a una concentración total de 12-20 μM [17] [18]. La concentración 

de tioles reducidos representa un porcentaje minoritario (1-9%) del total de 

especies oxidadas y reducidas [17] [18], y es considerablemente menor al 

porcentaje en el medio intracelular [19]. 

1.1.4.1 Abundancia de tiolato 

Como se mencionó previamente, el tiolato es mejor nucleófilo que el tiol pero la 

abundancia de éste en el medio va a depender, además de la concentración, 

del pKa del tiol y el pH del medio [4]. El pH en el medio interno en humanos (pH 

fisiológico) es 7.4 pero puede cambiar en determinados ambientes (lisosomas) 

o en determinadas situaciones como en la inflamación. A su vez, el valor del 

pKa varía de un tiol a otro (tabla 1) y en tioles proteicos puede variar 

significativamente respecto a la forma libre ya que en las proteínas el entorno 

suele ser más hidrofóbico que en solución y los aminoácidos que se 

encuentren en el entorno inmediato al tiol pueden afectar su pKa, modificando 

de esta manera también la nucleofilia. Además, en enzimas el entorno 

inmediato puede favorecer determinadas reacciones al estabilizar los grupos 

funcionales con otros residuos y manteniendo a los grupos reaccionantes y al 

sustrato en una posición favorable (figura 4). 

Tabla 1. Valor de pKa de distintos tioles biológicos para las especies con los carboxilatos 

ionizados y los aminos protonados [2] 

Tiol pKa 

Homocisteína 9.1 

Cisteína 8.29 

Glutatión 8.94 

Cistenilglicina 7.95 
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1.2 Ácidos grasos nitroalquenos 

1.2.1  Características 

Se denomina ácido graso nitroalqueno a cualquier ácido graso que tenga un 

grupo nitro (NO2) unido a uno de los carbonos de su cadena (figura 8), el 

cual se encuentra insaturado, por lo cual se lo clasificara como un nitroalqueno. 

En éste trabajo se denominarán siempre como ácidos grasos nitroalquenos a 

partir de la traducción de “nitroalkene fatty acids” [3]. 

 

 

 

1.2.2  Síntesis 

Los ácidos grasos nitroalquenos pueden ser sintetizados en el laboratorio a 

partir de ácidos grasos insaturados y compuestos de nitrógeno como el nitrito 

(NO2
-) y peroxinitrito (ONOO-) [20] [21]. Para su estudio, han sido sintetizados 

regioisómeros y variantes marcadas isotópicamente [21] [22]. 

También pueden formarse endógenamente en procesos de digestión e 

inflamación donde se forman especies reactivas de oxígeno y especies 

reactivas de nitrógeno, lo que deriva en la formación de NO2
•
 (dióxido de 

nitrógeno) el cual reacciona con ácidos grasos insaturados [23]. 

En la digestión, puede formarse luego de la ingesta de ácidos grasos 

insaturados (por ejemplo en aceites) y nitrito (NO2
-), presente en varios 

vegetales y carnes curadas, que luego pueden transformarse en NO2
• [23] . Los 

ácidos grasos nitroalquenos también se encuentran presentes en alimentos 

como las aceitunas y aceite de oliva [24]. Investigaciones sostienen 

que algunas de las propiedades benéficas de la dieta mediterránea, como la 

protección contra problemas cardiovasculares, puede deberse a la presencia y 

formación de ácidos grasos nitrados [25], dado que esta dieta incluye 

aceitunas, aceite de oliva y vegetales de hoja crudos en gran cantidad.  

La formación de ácidos grasos nitroalquenos también puede darse en procesos 

inflamatorios. La detección de varios isómeros de distintos tipos de lípidos 

nitrados in vivo lleva a pensar que su formación no es enzimática, dado que 

este tipo de reacciones suele dar isómeros específicos. Se detectó la presencia 

 
Figura 8. Molécula de ácido 10-nitrooleico (NO2OA) formada por un ácido graso de 18 

carbonos con un doble enlace entre los carbonos 9 y 10 y un grupo nitro en el carbono 10.  
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de ácido linoleico nitrado (LNO2 ) en plasma humano [26] y varios tipos de 

ácidos grasos nitrados en fluidos humanos [27] y se encontró que éste y otros 

lípidos nitrados pueden formarse en la mitocondria de tejido cardíaco luego de 

varios ciclos cortos de isquemia y reperfusión. 

En los episodios de isquemia y reperfusión se producen grandes cantidades de 

especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno lo cual favorece la formación  de 

lípidos nitrados y se cree que la protección contra futuras isquemias que se 

desarrolla luego de sufrir una puede estar relacionada con la formación de 

estos ácidos grasos, como una respuesta adaptativa [28] [29] [30]. 

1.2.2.1  Características químicas 

El grupo nitro es un grupo fuertemente electrón atrayente y debido a esto, en 

los nitroalquenos el carbono insaturado en posición β respecto al grupo nitro 

actúa como un electrófilo blando permitiéndole reaccionar con nucleófilos 

(figura 9), especialmente nucleófilos blandos. Debido a esta propiedad, estas 

moléculas  reaccionan  reversiblemente con tioles formando aductos de 

Michael [31]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estas reacciones se pueden dar tanto con tioles de bajo peso molecular como 

tioles que forman parte de proteínas. Al ser reversibles pueden ser moduladas 

por la presencia de nucleófilos competidores como el glutatión (GSH) y otros 

tioles de bajo peso molecular, lo que hace que sean fácilmente regulables. 

 

Figura 9. Reacción reversible entre un tiolato genérico (mostrando el hidrogenión liberado 

en su formación a partir de un tiol) y el ácido 10-nitrooleico (arriba) dando como producto 

un aducto de Michael (abajo). 
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En el caso de tioles que forman parte o se encuentran cerca del sitio catalítico 

de una enzima, la reacción con un ácido graso nitroalqueno podría dar lugar a 

su inhibición.  

1.2.3 Propiedades biológicas 

Las características químicas de los ácidos grasos nitroalquenos les permiten 

reaccionar con nucleófilos de proteínas, principalmente mediante procesos de 

alquilación de tioles [32]. Las modificaciones postraduccionales introducidas 

pueden regular la estructura, función y distribución subcelular de las proteínas y 

por ende son capaces de mediar respuestas de señalización [25]. 

1.2.3.1  Propiedades antihipertensivas 

El óxido nítrico (NO•) actúa como vasodilatador por medio de la activación de la 

enzima guanilato ciclasa transformando la guanosina trifosfato (GTP) en 

guanosina monofosfato cíclico, (cGMP) que por fosforilación de proteínas 

activa vías de señalización que llevan a la relajación  de vasos sanguíneos [33]. 

Es conocido que  puede ser liberado por óxidos de nitrógeno orgánicos como la 

nitroglicerina, la cual debe sus propiedades vasodilatadoras a la liberación de 

NO• [34]. Los ácidos grasos nitroalquenos pueden también tener la capacidad 

de liberar NO•, el mecanismo por el cual se libera no está del todo claro pero se 

ha observado que ocurre espontáneamente y podría tratarse de una forma de 

reserva de NO• empleada por el organismo. 

Se le ha encontrado actividad vasodilatadora al LNO2 y otros ácidos grasos 

nitroalquenos [20] [35], la cual es inhibida por atrapadores de NO•, sugiriendo 

que la actividad puede darse por liberación de éste. No obstante, por más que 

estudios evidencian la liberación de NO• por parte de ácidos grasos 

nitroalquenos [36] [30], no se ha encontrado evidencia de que esta liberación 

se dé en cantidades significativas [29] y las condiciones donde  se puede dar 

no suelen encontrarse in vivo por lo que se puede concluir que la liberación de 

NO• como mecanismo por el cual los ácidos grasos nitroalquenos tienen 

propiedades antihipertensivas es minoritario.  

El LNO2 puede disminuir la presión arterial al inhibir la enzima epóxido 

hidrolasa soluble uniéndose a la cisteína 521, que se encuentra cerca del sitio 

catalítico. Esto provoca la acumulación del sustrato de la enzima (ácido 

epoxieicosatrienoico) bajando la presión arterial [21].  
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1.2.3.1.1 Propiedades antiinflamatorias 

Se ha encontrado que los ácidos grasos nitroalquenos tienen también 

propiedades antiinflamatorias, donde actúan interviniendo en procesos de 

señalización actuando como electrófilos [32].   

Se encontró que el LNO2 inhibe la agregación de las plaquetas por medio de 

movilización de ión calcio y aumentando el AMP cíclico (cAMP) [37], y estimula 

la expresión de la hemo oxigenasa 1 (HO-1) a nivel transcripcional en las 

células endoteliales [38]. La HO-1 es una enzima que degrada al grupo hemo 

formando biliverdina, ión hierro y monóxido de carbono (CO). Esta enzima está 

asociada a la protección contra los efectos de la inflamación  y algunos de sus 

productos (como el CO)  poseen  también propiedades antiinflamatorias [38]. 

Los ácidos grasos nitroalquenos también inhiben la liberación de citoquinas 

proinflamatorias, proteínas reguladoras de la respuesta inflamatoria que 

estimulan varias respuestas del sistema inmunológico. Esta capacidad fue 

hallada para el ácido oleico nitrado (NO2OA  por su nombre en inglés, como el 

resto de las siglas mostradas a continuación) para citoquinas como la 

interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la proteína 

quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) [39].  

El LNO2 y el NO2OA también inhiben la expresión génica en la vía Nf-κB [27], 

otros nitrolípidos como el nitro-colesterol-linoleato (CLNO2) comparten esta 

propiedad [40]. Además, el LNO2 inhibe la liberación de citoquinas y otras 

acciones pro-inflamatorias estimuladas por lipopolisacáridos en macrófagos 

[37] e induce la expresión de HO-1 [38]. 

El LNO2 y el CLNO2, en menor cantidad, tienen también la capacidad de inhibir 

la expresión de la enzima óxido nítrico sintasa 2 [40]. Esta enzima cataliza la 

síntesis de NO. el cual tiene efectos regulatorios sobre la inflamación. 

Las propiedades de los ácidos grasos nitroalquenos previamente mencionadas 

son  benéficas para el tratamiento y prevención de enfermedades y hacen de 

éstos un blanco interesante para combatir enfermedades como la diabetes, 

hipertensión, restenosis, arterioesclerosis, endotoxemia, síndrome metabólico, 

lesión renal y daño por isquemia y reperfusión [32] [41] [42] [43] [35] [36] [30] 

[29]. 

1.2.4  Mecanismos de señalización 

La modificación postraduccional de proteínas por alquilación de sus cisteínas 

con ácidos grasos nitroalquenos en reacciones de adición de Michael parece 
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ser el mecanismo principal por el cual éstos ejercen su potente bioactividad. 

Teniendo en cuenta su fuerte naturaleza electrofílica, la abundancia de 

nucleófilos críticos como residuos catalíticos y regulatorios en proteínas de vías 

de señalización, este mecanismo debe ser considerado al evaluar estos 

aspectos de la actividad de ácidos grasos nitroalquenos.  

1.2.4.1  NF-κB  

Los ácidos grasos nitroalquenos pueden inhibir la liberación de citoquinas 

estimulada por lipopolisacáridos [30] y una de las principales vías de 

señalización donde éstos actúan es por medio del factor de transcripción NF-κB 

el cual cumple un rol importante en la orquestación de procesos inflamatorios al 

regular genes que codifican citoquinas proinflamatorias como IL-6, TNFα, MCP-

1.  

El NF-κB se encuentra asociado a la proteína inhibitoria IκB. Al recibir 

estimulación la IκB se degrada liberando al NF-κB, que migra al núcleo donde 

media la expresión génica [31]. El factor NF-κB está compuesto por dos 

subunidades llamadas p50 y p65, ambas contienen un residuo de  cisteína en 

el bolsillo de unión al ADN capaces de reaccionar covalentemente con 

electrófilos como los ácidos grasos nitroalquenos resultando en la inhibición de 

la expresión génica mediada por NF-κB [44] [45]. Tanto el NO2OA como el 

LNO2 reaccionan con la subunidad p65 inhibiendo la unión al ADN [37]. 

1.2.4.2  Keap1 y Nrf2 

La proteína Keap1 tiene un rol importante en la regulación de respuestas 

antiinflamatorias ya que actúa como un inhibidor de la proteína Nrf2 al unirse a 

ésta, reprimiendo su activación al promover su degradación por el proteasoma 

e impedir su traslocación al núcleo [46]. Al activarse, el Nrf2 genera una 

respuesta antioxidante y antiinflamatoria coordinada, al unirse al elemento de 

respuesta antioxidante (ARE) que regula la expresión génica.  

Keap1 es una proteína rica en cisteínas, con 27 residuos en humanos y 25 en 

ratones [47]. Tiene cuatro dominios funcionales, donde la región intermedia 

(IVR) es la que posee la mayor cantidad de cisteínas propensas a alquilación, 

por ejemplo, por ácidos grasos nitroalquenos. Los procesos de alquilación de 

cisteínas en Keap1 llevan a la inactivación de ésta, activando así a la Nrf2 [48] 

[49]. Seis residuos de cisteína fueron identificados como susceptibles de 

modificación por nitroalquilación en Keap1 a las concentraciones de NO2OA 

más bajas utilizadas. De los seis residuos de Cys reactivos con nitroalqueno 

identificados, los residuos Cys257, Cys273 y Cys288 han sido frecuentemente 

reportados como blancos para la modificación [47] [50] [51]. 
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1.2.4.3  HSF 

Los ácidos grasos nitroalquenos pueden inducir la expresión génica por 

alquilación de cisteínas proteicas en las vías mencionadas anteriormente, no 

obstante, se encontró que la mayoría de los genes activados por el NO2OA no 

lo son por medio de éstas vías sino por el factor de transcripción de choque 

térmico (HSF). Dado que la respuesta de choque térmico media acciones 

antiinflamatorias y citoprotectoras, se propone que este mecanismo contribuya 

a las funciones protectoras de los ácidos grasos nitroalquenos y otros ácidos 

grasos electrofílicos [52].  

1.2.5  Ácidos grasos nitroalquenos conjugados 

Los ácidos grasos nitroalquenos conjugados poseen dos dobles enlaces 

conjugados (dienos) y un grupo nitro. El CLA, por Conjugated Linoleic Acid) es 

es un blanco preferencial de nitración ya que se obtienen varios órdenes de 

magnitud más de derivados nitrados en comparación al derivado bis-alílico. El 

producto de la nitración del CLA es llamado ácido nitrolinoleico conjugado 

(NO2CLA). El NO2CLA  fue detectado en el plasma de humanos sanos y se ve 

incrementado en tejidos que sufren episodios de isquemia-reperfusión [53]. Los 

isómeros más abundantes encontrados en humanos, son los ácidos 9- y 12-

nitro-octadeca-(9,11)-dienoico (Figura 10). 

 

 

 

 

1.3 Seroalbúmina humana 

La seroalbúmina humana (HSA por Human Serum Albumin) es una proteína 

sintetizada en el hígado a partir de un único gen y presente en el plasma 

Figura 10. Ácido nitrolinoleico conjugado. El ácido 9-nitro-octadeca(9,11)-dienoico (arriba) 

y el ácido 12-nitro-octadeca-(9,11)-dienoico (abajo). Ambos ácidos grasos tienen 18 

carbonos y dos dobles enlaces conjugados en los carbonos 9 y 11 diferenciándose 

únicamente en la posición del grupo nitro. En este trabajo, la mezcla de ambos ácidos es 

llamada NO2CLA. 
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humano, donde constituye el 60% de las proteínas totales, con una 

concentración de 43 g/L (0.6 mM) [54]. 

1.3.1  Estructura 

La HSA es una proteína monomérica, no glicosilada con tres dominios. Tiene 

585 aminoácidos (66438 Da) y 17 puentes disulfuro. Sólo una de sus cisteínas 

(Cys34) se encuentra libre. A  pH 7.4, la HSA tiene 215 iones con una carga 

neta de -19 haciendo de ésta una proteína altamente soluble y el principal 

anión en el plasma [54]. Su estructura cristalina indica que se trata de una 

proteína con forma de corazón con un 67% de α-hélices y carente de hojas β. 

La HSA tiene tres dominios denominados I, II y III, divididos en subdominios A y 

B (figura 11). A pesar de que los tres dominios son homólogos su distribución 

es asimétrica. La Cys34 se encuentra en la superficie del dominio I con el 

azufre orientado hacia el interior de la proteína [55]. La unión de ligandos 

genera cambios conformacionales en la HSA, por ejemplo, la unión de ácidos 

grasos induce cambios globales y locales. Globalmente, promueven rotaciones 

relativas de los tres dominios. Los cambios locales son más sutiles pero 

relevantes a nivel de la Cys34. La HSA es capaz de unir varios ácidos grasos 

por molécula. Los sitios de unión se encuentran distribuidos de manera 

asimétrica por toda la proteína. 

 

Figura 11. Molécula de HSA donde se puede apreciar sus tres dominios y subdominios, su 

estructura con forma de corazón, alto porcentaje de hélices-α y ausencia de hojas-β.La cisteína 

34 (Cys 34) se encuentra representada en color amarillo. Tomado de [56]. Código de acceso 

en PDB: 4EMX. 
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1.3.2  Funciones 

Una de las principales funciones de la HSA es el transporte de sustancias en el 

torrente sanguíneo por medio de uniones no específicas lo cual le permite 

unirse a un amplio rango de moléculas principalmente hidrofóbicas como 

lípidos, metabolitos o sustancias exógenas como medicamentos.  ácidos 

grasos de cadena larga y mediana son ligandos endógenos principales dado 

que la HSA posee varios “bolsillos hidrofóbicos” que interactúan con las 

cadenas hidrocarbonadas acompañados de residuos polares o básicos que 

interactúan con los ácidos carboxílicos [55] [56]. Al ser altamente insolubles lo 

que dificulta su transporte en el plasma, y activos metabólicamente precisan 

ser transportados por la HSA para poder alcanzar sus tejidos blanco. El 

transporte ocurre fundamentalmente desde el tejido adiposo en condiciones de 

ayuno o ejercicio intenso hacia los tejidos blanco, principalmente tejido 

muscular cardíaco. En condiciones fisiológicamente normales la HSA une entre 

0.3 y 1 ácido graso por molécula [57] pero esto aumenta en enfermedades 

como la diabetes, durante ejercicio intenso o estimulación adrenérgica [54].  

Además de ácidos grasos, la HSA también une otras moléculas endógenas 

como hormonas, vitaminas, hemina, metales, bilirrubina y sales biliares además 

de moléculas exógenas como drogas, péptidos y proteínas. Los medicamentos, 

luego de ingresar al organismo, suelen ser transportados en el torrente 

sanguíneo unidos a la HSA, la cual facilita su llegada al sitio donde actuarían. 

Debido a esto es importante al proponer una sustancia como un potencial 

medicamento estudiar su afinidad con la HSA a modo de comprender cómo se 

daría su transporte en el organismo. En el caso del NO2CLA, al tratarse de un 

ácido graso, es de esperar que se una de manera no covalente con la HSA 

pero además de esto también es posible que reaccione con el tiol libre de la 

HSA por medio de una adición de Michael.  

Otra función de la HSA es la regulación de la presión coloidosmótica. Es 

responsable del 80% de la presión oncótica (tipo de presión osmótica causada 

por proteínas) en plasma [54]. También se ha propuesto que puede ejercer un 

papel como antioxidante lo cual se debe en parte a algunos de sus ligandos 

como los iones de cobre que al estar unidos a la HSA no pueden promover 

procesos oxidativos [58]. Otro ligando es la bilirrubina, que tiene la capacidad 

de captar radicales de naturaleza lipídica [59]. La cisteína 34, que va a ser 

mencionada en el próximo punto, contribuye también al rol de la HSA como 

antioxidante al tener la capacidad de reaccionar con oxidantes. 
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1.3.2.1  Cisteína 34 

La cisteína 34 es la única cisteína de la HSA que no se encuentra formando un 

enlace disulfuro intramolecular, dejando el tiol libre y apto para participar en 

reacciones químicas con su entorno [55]. La presencia de esta cisteína le da 

propiedades antioxidantes a la HSA independientemente de sus ligandos, 

haciéndola una de las pocas proteínas en plasma con esa capacidad, además 

de ser el tiol reducido mayoritario en este compartimento [60].  

La cisteína 34 puede encontrarse reducida (75% en condiciones normales) u 

oxidada, en su mayoría formando un disulfuro con tioles de bajo peso 

molecular [60] como, ordenados por su abundancia, cisteína, cisteinilglicina, 

homocisteína y glutatión. Existe un porcentaje de HSA minoritario que se 

encuentra en estados de oxidación mayores como sulfínico o sulfónico [60] 

[61]. Además de la oxidación, el tiol de la cisteína 34 puede sufrir otros tipos de 

reacciones como nitrosilación y adición de Michael con electrófilos. 

El tiol de la cisteína 34 tiene una reactividad baja al compararlo con tioles de 

bajo peso molecular, lo cual puede deberse a impedimento estérico por el gran 

volumen y forma de la HSA, además de su ubicación en una hendidura que 

también limita su exposición al medio [19].  

2. Objetivos   

Las propiedades benéficas y roles regulatorios previamente mencionados que 

se han encontrado en los ácidos grasos nitroalquenos los vuelve compuestos 

muy interesantes para su uso en tratamiento de varias afecciones. Sin 

embargo, se sabe poco acerca de su distribución y transporte en la circulación 

y se conoce muy poco sobre la interacción de estos compuestos con los tioles 

plasmáticos y con la HSA como proteína transportadora de ácidos grasos. 

Éstos son aspectos que resultan fundamentales a la hora de utilizar estos 

compuestos como drogas dado que repercutirán en sus propiedades 

farmacológicas. En este contexto se definen los siguientes objetivos. 

2.1 Objetivo general 

Estudiar la interacción del NO2CLA con los tioles de bajo peso molecular 

presentes en el plasma y con la albúmina. 
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2.1.1  Objetivo específico 1 

Estudiar la reactividad del NO2CLA con tioles de bajo peso molecular presentes 

en plasma buscando obtener las constantes cinéticas de la reacción y 

proponiendo un posible mecanismo. 

2.1.2  Objetivo específico 2 

Caracterizar las interacciones entre el NO2CLA y la albúmina, tanto en uniones 

no covalentes como con el tiol libre de la albúmina. 

3. Materiales y métodos 

3.1 Reactivos y equipos 

En este trabajo, los tioles de bajo peso molecular que se utilizaron fueron 

glutatión correspondiente a Acros, cisteína correspondiente a Amrasco y la 

homocisteína y cisteinilglicina correspondientes a Sigma. El ácido 5-5'-ditio-2-

nitrobenzoico (DTNB) usado para medir el estado de oxidación de los tioles 

corresponde a Applichem, la 4,4'-ditiodipiridina corresponde a Acros, y la HSA 

utilizada a Sigma. 

 

Para la separación de HSA en los ensayos de la reacción de su tiol libre con 

NO2CLA se utilizaron microcolumnas de gel filtración SpinTrap G-25 y filtros de 

ultrafiltración Vivaspin 500 de General Electric Healthcare, y la centrífuga 

Eppendorf Centrifuge 5424. 

 

Los espectros de absorción y el seguimiento de las reacciones entre NO2CLA y 

tioles, además de las medidas de cuantificación, fueron realizados en un 

espectrofotómetro UV-Visible Cary 50 Tablet. En los casos en que las 

reacciones eran rápidas, éste fue acoplado con un aparato de flujo detenido 

(Applied Photophysics RX2000). Los espectros de absorción para el 

seguimiento de las interacciones entre HSA y NO2CLA fueron realizados en un 

espectrofotómetro UV-Visible Shimadzu UV-1603.  

3.1.1 Soluciones  

Excepto que se indique lo contrario, todas las reacciones fueron realizadas en 

amortiguador fosfato 0.1 M, pH 7.4 con ácido dietilentriaminopentaacético 

(DTPA) 0.1 mM , a 25 °C. Para el estudio de la relación de la reacción con el 
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pH, el NO2CLA (10 μM) fue mezclado con glutatión a distintas concentraciones 

(1–4 mM) usando soluciones amortiguadoras con igual fuerza iónica y distintos 

valores de pH (ácido 2- (N-morfolino) etanosulfónico (MES) 100 mM, Tris 52 

mM y etanolamina 52 mM). 

3.1.1.1  Tioles  

Las soluciones de tioles fueron preparadas y utilizadas en el día en agua 

nanopura para evitar su oxidación. Su concentración se confirmó antes de cada 

experimento utilizando DTNB y midiendo luego la absorbancia del TNB 

(producto formado) a 412 nm con un coeficiente de absortividad de 14,150 M−1 

cm−1 [62]. 

3.1.1.2  NO2CLA 

El NO2CLA, formado por la mezcla 1:1 de los ácidos 9-nitro-octadeca-(9,11)-

dienoico y 12-nitro-octadeca-(9,11)-dienoico (figura 10) fue gentilmente cedido 

por Francisco Schopfer de la Universidad de Pittsburgh. El mismo se almacenó 

y es conservado en alícuotas con una concentración de 2 mM en metanol a - 

80 º C. Para este trabajo se utilizó el coeficiente de absortividad 6,490 M−1cm−1 

que fue determinado para el NO2CLA a 330 nm en amortiguador fosfato, 0.1 M, 

pH 7.4, 0.1 mM DTPA.  

3.1.1.3  HSA 

La HSA deslipidada se obtuvo siguiendo el protocolo de Chen [63]. La HSA con 

su tiol libre reducido se preparó incubándola con 2-mercaptoetanol (BME) 10 

mM, por 30 minutos a temperatura ambiente y con agitación seguida de una gel 

filtración en columnas PD-10 previamente equilibrada con amortiguador fosfato. 

Para bloquear el tiol de la HSA, se incubó HSA deslipidada con 2-

mercaptoetanol (BME) 10 mM, agregándole luego N-etilmaleimida (NEM) 150 

mM, por 15 minutos a temperatura ambiente con agitación, seguido por una gel 

filtración. La HSA lipidada y con su tiol libre reducido se preparó incubando 

HSA deslipidada con ácido esteárico con una relación 5:1 ácido esteárico/HSA 

por 30 minutos a temperatura ambiente con agitación, agregándole luego BME 

seguido de una gel filtración. La concentración de HSA se obtuvo midiendo su 

absorbancia a 279 nm considerando un coeficiente de absortividad de 0.531 

(gramos/litro)−1 cm−1, y una masa molecular de 66,438 Dalton. La concentración 

de tiol libre en la HSA fue medida con DTNB en solución amortiguadora de 

pirofosfato 0.1 M, pH 9, 5 minutos. 
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3.1.2  Reacción entre tioles de bajo peso molecular y 

NO2CLA  

Se siguió la reacción del NO2CLA (10 μM) con glutatión (0.2–15 mM), 

cisteína (0.5–7 mM), homocisteína (0.5–12 mM) y cisteinilglicina (1.5–7 mM). 

Los cambios fueron seguidos a 330 nm. En algunos experimentos se hicieron 

medidas a 250, 290 y 412 nm (para el TNB). Para el estudio de la relación de la 

reacción con el pH, el NO2CLA (10 μM) fue mezclado con glutatión a distintas 

concentraciones (1–4 mM) usando soluciones amortiguadoras con igual fuerza 

iónica y distintos valores de pH.   

4. Resultados y Discusión  

4.1 Espectros de absorción del NO2CLA 

El NO2CLA tiene dos dobles enlaces conjugados por lo que se espera que 

absorba luz en UV o visible. Para utilizar esta propiedad es necesario conocer 

el espectro de absorción de la molécula en el medio que se vaya a utilizar para 

determinar la longitud de onda y concentraciones adecuadas para trabajar. 

Muchas veces, los cromóforos como el NO2CLA cambian su absorbancia al 

cambiar la polaridad del medio en el que son disueltos. Esta característica 

puede ser aprovechada experimentalmente, por ejemplo, siguiendo el cambio 

en la absorbancia cuando el cromóforo se une a una proteína, lo que provoca 

que el entorno de la molécula pase a ser más hidrofóbico.  

 

Para estudiar estas propiedades se realizaron dos espectros con la misma 

concentración de NO2CLA 10 µM entre 250 y 500 nm en amortiguador fosfato y 

en metanol, un medio más hidrofóbico que el anterior. En amortiguador, la 

absorbancia presentó un pico a aproximadamente 330 nm con una absorbancia 

máxima de 0.084 mientras que en el metanol el pico fue más alto con una 

absorbancia máxima de 0.108 a 313 nm, concluyendo que para el NO2CLA hay 

un corrimiento de la absorbancia hacia el UV al aumentar la hidrofobicidad del 

medio. En ambos casos las medidas se repitieron luego de 15 minutos para 

detectar un posible decaimiento en la absorbancia por descomposición y en 

ambos casos se vio una caída poco significativa (Figura 12). 
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Por otro lado, se espera que el NO2CLA forme aductos de Michael con tioles, 

donde el azufre del tiol realiza un ataque nucleofílico sobre un carbono 

electrófilo del NO2CLA uniéndose covalentemente a éste y originando una 

nueva molécula con propiedades espectroscópicas diferentes Para ver esto se 

realizaron varios espectros a distintos tiempos de una mezcla de NO2CLA y 

cisteína donde se observó que el máximo de absorbancia del NO2CLA a 330 

nm disminuye a medida que avanza la reacción debido a la desaparición de los 

dobles enlaces conjugados por el consumo de reactivo, mientras que se ve un 

aumento de absorbancia a 290 nm aproximadamente donde se asume que 

absorbe el producto formado (Figura 13). 

 

 

 

Figura 12.  Espectro de absorción de NO2CLA 10 µM  en amortiguador fosfato (verde y azul 

15 min después) y en metanol (rojo y negro 15 min después) donde se observa la 

absorbancia (eje y) en longitudes de onda entre 250 y 500 nanómetros (eje x) 

inmediatamente luego del mezclado y al cabo de 15 minutos.  
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4.2 Cinética de la reacción entre NO2CLA y 

tioles de bajo peso molecular 

Para el estudio de la reacción se siguió la caída en la absorbancia a 330 nm 

con distintas concentraciones de tiol. La reacción se realizó en condiciones de 

pseudo primer orden, con una concentración fija de NO2CLA de 10 µM y 

concentraciones de tiol en el rango de milimolar. Inicialmente se utilizó un 

esprectrofotómetreo convencional, sin accesorio de flujo detenido. 

Se obtuvieron curvas correspondientes a una caída exponencial que ajusta con 

la ecuación Abs = Amplitud * e(-kobs*t) + offset (Figura 14). 

 

 

 

 

Figura 13.  Espectros de absorción de una mezcla de NO2CLA 10 µM y cisteína 25 mM en 

amortiguador fosfato a distintos tiempos (cada un minuto) durante 61 minutos. Se observa 

una disminución en la absorbancia a 330 nm debido al consumo de reactivo (correspondiente 

al NO2CLA) y un aumento en la absorbancia a 290 nm debido a la formación de producto. 
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Todos los tioles analizados muestran el mismo comportamiento menos la 

homocisteína, donde en lugar de una exponencial simple se observó una doble 

exponencial (Figura 15), lo que indicaría dos fases en la reacción, una rápida 

seguida de una lenta.  

Después de varias repeticiones donde se descartó la presencia de un 

contaminante como la homocisteína tiolactona o errores en la medición se llegó 

a la conclusión de que la reacción entre NO2CLA y tioles tiene dos fases pero la 

fase rápida sólo pudo verse en la homocisteína porque es el tiol de los estudiados 

que reacciona más lento. En los otros tioles (cisteína, cisteinilglicina y glutatión) 

la fase rápida ocurre en la cubeta antes de que ésta sea colocada en el 

espectrofotómetro por lo cual no llega a observarse. 

Para poder estudiar la fase rápida se acopló un aparato de flujo detenido al 

espectrofotómetro el cual permite medir la absorbancia con un tiempo muerto de 

sólo 10 milisegundos. 

 

 

 

Figura 14. Gráficas de absorbancia a 330 nm en función del tiempo (en segundos) de una 

mezcla de NO2CLA 10 µM con glutatión (A) y cistenilglicina (B) a concentración de 2 mM en 

solución amortiguadora fosfato. Se observa una caída en la absorbancia a 330 nm debido al 

consumo de NO2CLA en forma de exponencial simple. 
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Luego del hallazgo de las dos fases se repitieron las reacciones con todos los 

tioles en las mismas condiciones pero con un sistema de flujo detenido y 

efectivamente se observó una primera fase rápida en todos los casos (Figuras 

16 y 17). Con el objetivo de obtener constantes cinéticas las curvas se 

ajustaron a una doble exponencial (Abs = Amplitud1* e(-kobs1*t) + Amplitud2 * e(-

kobs2*t) + offset) y a una exponencial más recta (Abs = Amplitud * e(-kobs1*t) + S*x + 

offset) al estudiar únicamente la fase rápida (Figura 16). Las gráficas se 

ajustaron a sus respectivas ecuaciones utilizando el programa Origin pro 8. 
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Figura 15. Absorbancia a 330 nm en función del tiempo (en segundos) de la reacción 

entre NO2CLA (10 µM) y homocisteína 2.4 mM en solución amortiguadora fosfato. Se 

observa una caída en la absorbancia a 330 nanómetros pero a diferencia de la figura 14 

se ve una doble exponencial con una primera fase rápida (señalada con verde) seguida 

de una segunda fase más lenta (señalada con azul). En rojo se muestra el mejor ajuste a 

una función doble exponencial. 
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4.3 Obtención de constantes cinéticas para la 

reacción entre NO2CLA y tioles de bajo 

peso molecular 

Dado que las constantes cinéticas obtenidas de los ajustes a las funciones 

exponenciales (representadas con la letra k o k1 y k2 en los ajustes a dobles 

exponencial) fueron obtenidas en condiciones de pseudo primer orden respecto 

al tiol, se pueden denominar “kobs” al ser valores observables 

experimentalmente y a partir de ellas se pueden obtener las constantes 

cinéticas de la reacción. 

Para esto, se hacen gráficas de los valores de kobs  obtenidas para cada tiol en 

función a las concentraciones del mismo a las que fueron obtenidas. La kobs 

varía con el tipo de tiol, como se puede apreciar en las gráficas anteriores y 

aumenta de manera directamente proporcional con la concentración de éste. 

 

En las gráficas de las constantes de la fase rápida se obtuvieron funciones 

lineales (figura 17) donde la pendiente corresponde a la kon (constante en el 

sentido de formación de producto) y el intercepto a la koff (constante en el 

sentido de la reacción reversa) siguiendo la ecuación:   

kobs 1 = kon 1*[tiol] + koff 1    (ecuación 4) 

Figura 16. Gráficas de absorbancia a 330 nm en función del tiempo de reacciones entre 

NO2CLA (10 µM) y cisteína 7 mM (A), glutatión 5 mM (B) medidas utilizando el accesorio de 

flujo detenido donde se observan los primeros segundos de la reacción que es donde 

transcurre la fase rápida. Las gráficas fueron ajustadas a exponenciales más recta definiendo 

distintos intervalos de tiempo a ajustar (trazo rojo).    

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
0.010
0.015
0.020
0.025
0.030
0.035
0.040
0.045
0.050
0.055
0.060
0.065
0.070
0.075
0.080
0.085
0.090
0.095
0.100

A
b
s
 3

3
0

 n
m

tiempo (s)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

0.116
0.118
0.120
0.122
0.124
0.126
0.128
0.130
0.132
0.134
0.136
0.138
0.140
0.142
0.144
0.146

A
b

s
 3

3
0

 n
m

tiempo (s)  

A B 



29 

 

Las gráficas de la fase lenta, corresponden a funciones hiperbólicas que no 

interceptan en cero, (figura 18). En este caso la cinética, además de las 

constantes propias de la fase lenta, se ve afectada por la reacción rápida ya 

que ésta ocurre primero y de ella depende la cantidad de reactivos disponibles. 

La kobs va a depender de la suma de las constantes de velocidad efectiva de la 

reacción rápida en ambos sentidos. La constante en el sentido de formación de 

producto viene dada por la kon*[tiol] multiplicada por la fracción de NO2CLA 

disponible, que aumenta hiperbólicamente con la concentración de tiol 

siguiendo la ecuación: 

kobs 2 = kon 2 *K eq 1 *[tiol] / (*K eq1 + [tiol]) + koff 2    (ecuación 5) 

Para varios de los tioles, las kon y koff de la fase lenta se determinaron por el 
ajuste a una recta de los valores obtenidos a concentraciones relativamente 
bajas de tiol (menores que Keq de la fase rápida). 
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Figura 17. Constantes kobs (s-1) de la fase rápida de la reacción entre NO2CLA y tioles 

obtenidas en pseudo primer orden en función de la concentración de tiol (M) para cisteína 

(A), homocisteína (B), glutatión (C) y cistenilglicina (D). Las gráficas fueron ajustadas a 

funciones lineales donde la pendiente corresponde a la constante de la formación de 

producto (kon, M-1 s-1) y el intercepto a la constante de la reacción reversa (koff, s-1). 
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Las constantes cinéticas kon   y koff se obtuvieron realizando los ajustes con las 

ecuaciones anteriores para varios ensayos y promediando los resultados 

obtenidos de las distintas repeticiones para cada tiol (tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados son compatibles con la presencia de dos reacciones reversibles 

que se dan en conjunto, lo que podría explicarse debido a la presencia de dos 

centros electrofílicos en el NO2CLA. 

Estos dos centros serían el carbono insaturado que se encuentra en posición β 

(beta) respecto al grupo nitro, que está presente también en otros nitroalquenos 

Figura 18. Constantes kobs (s-1) de la fase lenta de la reacción entre NO2CLA y tioles 

obtenidas en pseudo primer orden en función de la concentración de tiol (M) para glutatión 

donde se observa una función de tipo hiperbólica. 

Tabla 2. Constantes kon y koff con sus desvíos estándar de las fases rápida y lenta de la 

reacción entre NO2CLA y tioles a pH 7.4 y 25º C, indicando en cada caso el respectivo tiol 

(izquierda). Los desvíos estándar son mayores en las koff debido a los valores pequeños y 

que fueron determinados a partir del intersecto con el eje y, no de la pendiente. 

 

kon (M
-1s-1) koff (s

-1) kon (M
-1 s-1) koff (s

-1)

Homocisteína 18.9 ± 0.5 0.03 ± 0.02 0.37 ± 0.02 7 x 10-4 ± 4 x 10-4  

Cisteína 33 ± 1 0.200 ± 0.002 2.8 ± 0.2 (5.5  ± 0.5) x 10-4

Glutatión 32 ± 3 0.11 ± 0.010 3.10 ± 0.05 (3  ± 1) x 10-4

Cistenilglicina 50 ± 4 0.28 ± 0.06 12.2 ± 0.3 5 x 10-5 ± 5 x 10-5

Fase rápida Fase lenta
Tiol
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mencionados como el NO2OA, y el carbono insaturado que se encuentra en 

posición δ (delta) (figura 13) respecto al grupo nitro, este último es también un 

centro electrofílico debido a que los dobles enlaces en la molécula se 

encuentran conjugados, lo que permite movimiento de electrones entre ambos 

carbonos y el grupo nitro. La velocidad y cinética distintas de la fase rápida y la 

fase lenta indicarían que los centros electrofílicos no son equivalentes [3]. 

4.4 Análisis de productos por 

espectrofotometría UV-Visible 

Una vez resuelta la cinética de las dos fases de la reacción es necesario 

también comprenderla del punto de vista mecanístico. Se parte de la base, por 

el tipo de reactivos, que se trata de dos adiciones de Michael donde el tiol, en 

forma de tiolato realiza un ataque nucleofílico a uno de los carbonos 

electrofílicos del NO2CLA. 

Esta hipótesis trae consigo preguntas como a qué carbono del NO2CLA 

corresponde cada fase, por qué uno reacciona considerablemente más rápido 

que el otro y si el producto final es uno sólo o una mezcla. 

Para intentar responder estas preguntas se midió la absorbancia de la reacción 

con cisteína a otras longitudes de onda distintas a 330 nm. Ya se observó al 

realizar el espectro de la reacción a distintos tiempos (figura 13) que a tiempos 

de reacción largos existe una absorbancia considerable a 290 nm. 

 

Se siguió la reacción entre NO2CLA 10 µM y glutatión 3 mM a longitudes de 

onda entre 240 y 330 nm (no se muestran) observándose cambios importantes 

a 250 y 290 nm (Figuras 19 y 20). A 250 nm se vio un incremento rápido en la 

absorbancia (Figura 19) que se correspondió con la caída en la absorbancia a 

330 nm en la fase rápida. A 290 nm en cambio, en los primeros segundos de la 

reacción no se observan cambios en la absorbancia (Figura 20) pero 

transcurridos entre 10 y 30 segundos se observó un incremento que se 

correspondió con el cambio en la absorbancia a 330 nm en la fase lenta. Estos 

resultados indicarían que el producto de la fase rápida absorbe a 250 nm y el 

de la fase lenta absorbe a 290 nm (Figura 13). 

 

 

 

 



33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El perfil de cambios en la absorbancia a distintas longitudes de onda indicaría 

que el producto de la segunda fase conserva un nitroalqueno y que el producto 

Figura 20. Absorbancia a 290 nm en función del tiempo de la reacción entre NO2CLA 

(10 µM) y homocisteína (2 mM). Se observa que la absorbancia no varía hasta los  25 

segundos aproximadamente. Luego comienza a aumentar lentamente. Este 

comportamiento es compatible con que el producto de la segunda fase absorbe a 290 

nm. 

 

  

Figura 19. Absorbancia a 250 nm en función del tiempo de la reacción entre NO2CLA 

(10 µM) y cisteína (5 mM) donde se puede apreciar un incremento rápido en la 

absorbancia en los primeros segundos y a partir de los 10 segundos un cese del 

aumento y un decrecimiento lento. Este comportamiento es compatible con que el 

producto de la primera absorbe a 250 nm. Éste se forma rápidamente pero luego su 

concentración decrece dando lugar a la formación del producto de la segunda fase, 

que es más estable. 
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de la primera fase no lo conserva, lo cual significa que el ataque nucleofílico en 

la segunda fase (reacción lenta) se da en el carbono δ, manteniendo así el 

doble enlace continuo al grupo nitro. El ataque nucleofílico en la primera fase 

(reacción rápida) se da en el carbono β, eliminando el doble enlace continuo al 

grupo nitro y por ende al nitroalqueno (Figura 21). 

 

Figura 21. Productos formados en la reacción reacción entre NO2CLA y tioles. El aducto β 

(arriba) se forma cuando el tiolato realiza un ataque nucleofílico en el carbono β y el aducto δ 

(abajo) se forma cuando el tiolato realiza un ataque nucleofílico en el carbono δ. Ambas 

reacciones son reversibles teniendo cada una sus respectivas constantes para el aducto β y 

para el aducto δ. Tomado de [3]. 

El hecho de que las constantes de velocidad fueron siempre más altas para los 

productos del carbono β indican que la formación de este producto es favorable 

en su cinética respecto a los del carbono δ.  

Estos resultados son coherentes con modelos moleculares para los dos 

isómeros del NO2CLA realizados por Laura Coitiño (UdelaR) donde se observa 

una diferencia en la densidad electrónica y dureza de ambos núcleos 

electrófilos cuyos resultados fueron coherentes con la distinta cinética de 

ambas fases y la cinética más rápida en el carbono β [3]. 

También se realizaron estudios de espectrometría de masa de la reacción por 

parte de Darío Vitturi y Francisco Schopfer (Universidad de Pittsburgh) y HPLC 

por parte de Lucía Turell y Matias Moller (UdelaR) obteniéndose resultados 

correspondientes con lo observado en la tesina y llegando a la conclusión de 

que la reacción comienza como una reacción rápida donde se forma 

inicialmente el aducto β y debido a la reversibilidad de esta reacción, ocurre 

una eliminación del carbono β liberándose NO2CLA que vuelve a reaccionar 

hasta que finalmente se da la acumulación del aducto δ que es el más estable 

[3]. 
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4.5 Dependencia con el pH 

Como se discutió previamente, al tratarse de una adición de Michael, el ataque 

nucleofílico por parte del tiol se da con éste en su forma desprotonada (tiolato). 

Dado que la disponibilidad de tiolato depende del pH, la reacción entre 

NO2CLA y tioles va a ser afectada por el pH del medio. 

Para confirmar esto, se estudiaron las reacciones entre NO2CLA 10 µM y 

glutatión milimolar (poner rango) a distintos pH esperando una correlación entre 

el cambio de pH y las constantes de la reacción, aumentando la velocidad al 

aumentar el pH debido a la mayor disponibilidad de tiolato. 

 

En este estudio se utilizaron soluciones amortiguadoras de tres componentes y 

con igual fuerza iónica entre ellas. Se hicieron gráficas de kobs en función a la 

concentración de GSH a cada pH y se ajustaron con las mismas ecuaciones 

que se utilizaron en los estudios a pH 7.4 (ecuaciones 4 y 5) y a partir de éstas 

se obtuvieron los correspondientes valores de kon aparente, y koff aparente, 

tanto para las reacciones rápidas como para las lentas a cada pH. Para la 

reacción rápida, la kon aparente del aducto β aumentó con el pH de acuerdo a la 

ecuación:   

        kon aparente = kon independiente del pH* Ka/(Ka + [H+]) (ecuación 6) 

Esta ecuación permite calcular la kon independiente del pH que representa el 

valor de la constante en una situación hipotética donde todos los tioles se 

encuentran en forma de tiolato. La gráfica resultante de kon aparente versus pH 

es una función sigmoidea (Figura 22) donde el pKa (punto de inflexión) fue de 

8.78 ± 0.02, valor consistente con el pKa del glutatión previamente 

mostrado (8.94, tabla 1) lo cual se alinea con el requerimiento de que haya una 

rápida ionización previa del tiol a tiolato antes de la reacción. 

La gráfica de la koff aparente para el aducto β presentó una curva hacia arriba 

(Figura 23) lo que indica que el proceso de eliminación se produce por medio 

de dos vías independientes. A un pH de 7.4 (pH fisiológico y al cual se hicieron 

los demás experimentos) la eliminación parece ser unimolecular o asistida con 

agua. El aumento por encima de pH 9 probablemente refleja la asistencia de 

bases alternativas debido a que a valores de pH altos un mayor número de 

sustancias se van a encontrar en su forma desprotonada. Se observaron 

dependencias parecidas para la fase lenta, cuyos datos no son mostrados, lo 

que sugiere que los mecanismos que ocurren son similares. 
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Para estudiar la relación entre la kon y la basicidad del tiolato se calculó la kon 

independiente del pH (kon ind.pH) para los demás tioles estudiados además del 

glutatión (cisteína, homocisteína, cisteinilglicina,  2-mercaptoetanol) y se 

graficaron sus logaritmos en función al pKa de cada uno obteniendo una gráfica 

de Brønsted correspondiente a la kon (figura 24) la cual sigue la ecuación: 
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 Figura 22. Constantes aparentes kon de la reacción entre NO2CLA (10 µM) y glutatión a 

concentraciones milimolares en función al pH donde se observa un ajuste a una función 

sigmoidea cuyo punto de inflexión (8,78 ± 0,02) es consistente con el pKa del glutatión lo 

cual sugiere que en la reacción, el ataque nucleofílico se da por medio de la forma 

desprotonada del tiol (tiolato). 

Figura 23. Constantes aparentes koff de la reacción entre NO2CLA (10 µM) y glutatión a 

concentraciones milimolares en función al pH. La forma de la gráfica sugiere que el proceso 

de eliminación ocurre a través de dos vías independientes.  
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log kon ind.pH =  βnuc *pKa  + Con    (ecuación 7) 

En esta función, la pendiente (βnuc) corresponde al coeficiente nucleofílico de 

Brønsted y el intercepto (Con) a una constante de -2.4. Estos valores sugieren 

que el tiolato participa en la formación de un estado de transición con un grado 

alto de transferencia de carga y que la nucleofilia del tiol está asociada con la 

basicidad de Brønsted.  

También se graficó el logaritmo de la koff para pH menores a 9 en función del 

pKa (figura 25) el cual sigue la ecuación: 

log koff = βgs *pKa + Coff (ecuación 8) 

En este caso, la pendiente (βgs) corresponde al coeficiente del grupo saliente 

de Brønsted y el intercepto (Coff) a una constante de 4.9. Para esta función el 

valor de βgs indica que la reactividad del aducto se correlaciona con la acidez 

del protón del tiol saliente lo cual es consistente con la presencia de un paso 

que controla la velocidad del proceso donde hay eliminación de un tiolato 

formándose una carga parcial lo cual es consistente con un mecanismo inverso 

al propuesto para la reacción directa.  

Dado que en ambos casos se obtuvieron funciones lineales con βnuc y βgs de 0.6 

y -0.7 aproximadamente, se pudo demostrar que el tiolato está involucrado en 

las etapas limitantes la velocidad en el mecanismo e influye en la velocidad de 

reacción. 
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Figura 24. Gráfica de Brønsted para la fase rápida de la reacción donde se grafica 

el logaritmo de la kon independiente del pH calculada previamente para cada tiol 

(cistenilglicina, cisteína, homocisteína, glutatión y 2-mercaptoetanol 

respectivamente) en función del respectivo pKa. La función resultante es lineal 

donde la pendiente corresponde al coeficiente nucleofílico de Brønsted, que da 

información de la nucleofília del tiolato y el mecanismo de la reacción, y el 

intercepto corresponde a una constante (ecuación 7). 
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Figura 25. Gráfica de Brønsted para la fase lenta de la reacción donde se grafica 

el logaritmo de la koff independiente del pH calculada previamente para cada tiol 

(cistenilglicina, cisteína, glutatión, homocisteína, y 2-mercaptoetanol 

respectivamente) en función a su respectivo pKa. La función resultante es lineal 

donde la pendiente corresponde al coeficiente del grupo saliente de Brønsted, 

que da información del mecanismo de la eliminación, y el intercepto corresponde 

a una constante (ecuación 8). 
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4.6 Interacción entre NO2CLA y albúmina 

4.6.1  Uniones no covalentes 

Para aproximarse al estudio del transporte del NO2CLA en el organismo se 

estudió su interacción con la HSA, que es la proteína encargada del transporte 

de sustancias en plasma, región a la que iría luego de su ingesta. Para 

determinar si hay unión entre el NO2CLA y las regiones hidrofóbicas de la HSA 

se midió la absorbancia de una solución de NO2CLA 10 µM a la cual se le fue 

agregando HSA en pequeñas cantidades aumentando así su concentración de 

a poco y volviendo a medir la absorbancia luego de cada adición de HSA 

(figura 26).  

Para este experimento se esperaba ver cambios en la absorbancia con la 

adición de HSA porque ya se había observado que la polaridad del medio 

donde se encuentra el NO2CLA afecta a la absorbancia, corriéndose hacia 

longitudes de onda menores en medios más hidrofóbicos (figura 12). En caso 

que el NO2CLA se una a la HSA, pasaría a tener un entorno cercano más 

hidrofóbico que el medio acuoso donde se encontraba previamente de modo 

que su absorbancia debería correrse hacia longitudes de onda menores 

también. 

Para garantizar que las uniones observadas sean no covalentes, todos los 

ensayos se realizaron con HSA con su tiol libre bloqueado con NEM. En 

algunos de ellos la HSA se encontraba deslipidada y en otros previamente 

lipidada con ácido esteárico en una relación 5:1 con el HSA con el fin de 

comparar la unión en ambos casos.  
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En los espectros UV-Visible, efectivamente se observó un corrimiento en el 

máximo de 330 a 310 nm y la absorbancia en esta longitud aumentó al 

Figura 26. Espectro de absorbancia de una solución de NO2CLA (10 µM) a la cual 

seagregaron sucesivamente alícuotas de HSA bloqueada y deslipidada hasta llegar a una 

concentración de 15 µM. 
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Figura 27. Absorbancia en función de la concentración de HSA donde se visualiza el cambio 

de absorbancia a 310 y 330 nm. 
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aumentar la concentración de HSA (Figura 27). Se debe tener en cuenta que 

en las condiciones iniciales del experimento el NO2CLA se encuentra a una 

concentración mayor que la de HSA, lo cual favorecería un intercambio entre el 

NO2CLA y el ácido esteárico unido a la HSA, pero estas condiciones no se 

darían en el plasma. 

 

También se graficó la absorbancia en función a la concentración de HSA 

(Figura 27) donde en ausencia de NO2CLA se observó un aumento lineal. En 

cambio, en presencia de NO2CLA se observó un cambio en la pendiente 

debido al cambio en la absorbancia por la unión no covalente. A partir del 

cambio de pendiente se estimó que se unen 3.8 ± 0.5 moléculas de NO2CLA 

por HSA bloqueada cuando se encuentra deslipidada. Para la HSA lipidada se 

estimaron 3.2 ± 0.2 NO2CLA por HSA. El ajuste de los datos de titulación a 

ecuaciones hiperbólicas produjo constantes de disociación aparentes globales 

de (0.9 ± 0.3) x 10-6 y (1.2 ± 0.3) x 10-6 M para HSA deslipidada y lipidada, 

respectivamente. 

 

4.6.2  Reacción entre NO2CLA y la cisteína 34 

La reactividad entre el NO2CLA y el tiol libre de la cisteína 34 de la HSA no 

pudo ser evaluada siguiendo cambios en la absorbancia a 330 nm, como se 

hizo en el caso de los tioles de bajo peso molecular, debido a la interferencia 

de las uniones no covalentes. Por lo tanto, se diseñó un experimento en varios 

pasos donde se incubó HSA reducida y lipidada (50 μM) con NO2CLA (300 μM) 

a temperatura ambiente con agitación, luego se realizó una gel filtración donde 

se separó la HSA del NO2CLA restante que no reaccionó. La fracción con la 

HSA luego se incubó con 4,4'-ditiodipiridina (DTDP) a pH 7.0 como es 

requerido para que la reacción se dé correctamente [64], permitiendo que la 

HSA que tenga su tiol libre reaccione con la DTDP pero en caso de haberse 

unido covalentemente con el NO2CLA en la incubación previa, el tiol no se 

encontraría libre impidiendo que se dé la reacción. 

 

La tiopiridona es uno de los productos formados en la reacción entre DTDP y 

tioles, de modo que su presencia es un indicador de la reacción y midiendo su 

concentración se puede cuantificar la cantidad de tiol libre en el medio. Para 

aprovechar esta propiedad evitando la interferencia de la absorbancia de la 

HSA, se separó por medio de ultrafiltración la tiopiridona formada luego la 

reacción de la HSA con DTDP y se midió su concentración a partir de su 

absorbancia a 324 nm. Con esta concentración se calculó la cantidad de tiol 

libre de HSA que, por ende, no reaccionó con el NO2CLA y se comparó con la 

de un ensayo realizado en las mismas condiciones en ausencia de NO2CLA. 
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En el ensayo sin NO2CLA se espera que toda la HSA reaccione con la DTDP, 
mientras que en el ensayo con NO2CLA, de haber unión covalente entre el tiol 
de la HSA y el NO2CLA se espera una menor concentración de tiopiridona ya 
que habría menos tiol disponible para esa reacción (figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En las medidas de absorbancia se observó una disminución en la 

concentración del tiol libre de HSA. La cantidad de tiol libre por mol de HSA se 

pudo obtener a partir de la absorbancia a 324 nm de la tiopiridona (Figura 28) 

que fue 0.47 en ausencia de NO2CLA y 0.25 en presencia de NO2CLA. 

Teniendo en cuenta las concentraciones utilizadas y el tiempo de incubación se 

estimó para la constante de velocidad un límite inferior de 0.5 M-1 s-1 en las 

condiciones de reacción  (25° C y pH 7.4). 
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 Figura 28. Espectro donde se mide la absorbancia de tiopiridona seleccionándose un rango de 

longitudes de onda en torno a 324 nm (longitud donde absorbe la tiopiridona) en presencia de 

NO2CLA (rojo) y sin NO2CLA (control, en negro).  
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5. Conclusiones  

Los objetivos generales y específicos planteados para el trabajo pudieron 

cumplirse. Se logró describir la reacción entre NO2CLA y tioles de bajo peso 

molecular obteniendo las constantes cinéticas de las dos fases encontradas 

para la reacción y proponiendo un mecanismo. Se pudieron describir a nivel 

molecular los productos obtenidos en la reacción midiendo la absorbancia a 

distintas longitudes de onda e interpretando los resultados, asociándolos con 

los productos posibles. 

También se estudió la relación con el pH de la reacción entre NO2CLA y 

glutatión y se encontraron correlaciones con el pKa del tiol.  

Se determinó la unión no covalente del NO2CLA con la HSA con su tiol 

bloqueado. También se pudo observar la unión covalente entre el NO2CLA y el 

tiol libre de la cisteína 34 de la HSA. 

Los estudios realizados por otros investigadores con métodos como 

espectrometría de masa, química computacional y otras medidas 

espectrofotométricas permitieron obtener resultados compatibles con los 

obtenidos en este trabajo [3]. 

5.1 Artículo científico 

Los resultados de este trabajo forman parte, junto con otros resultados 

realizados por colegas, de un artículo científico titulado “The Chemical Basis of 

Thiol Addition to Nitro-conjugated Linoleic Acid, a Protective Cell-signaling 

Lipid” publicado en la revista JBC en enero del 2017 [3]. Este artículo se 

adjunta al final. Debido a que en el artículo se utilizaron otros resultados para 

promediar, los valores de las constantes varían levemente respecto a los 

obtenidos para esta tesina. 
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