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Resumen 

La albúmina sérica humana (HSA) es la proteína mayoritaria en el plasma, y cumple 

varias funciones, entre ellas atrapar especies oxidantes y electrófilas. Esta función 

se asocia a su residuo de cisteína libre, Cys34, el cual representa más del 80 % de los 

tioles libres en plasma. Este tiol puede reaccionar con peróxidos (i.e. oxidarse) para 

dar un ácido sulfénico de vida media larga, el cual puede seguir tres destinos: 

reducirse por reacción con un tiol para formar un disulfuro mixto, oxidarse 

irreversiblemente a ácido sulfínico, o decaer espontáneamente a un producto aún 

no caracterizado. Por otro lado, dada su prolongada vida media, la HSA es 

susceptible a ser modificada (glicada) por compuestos carbonílicos reductores 

presentes en el plasma, generando productos de glicación. Dichas modificaciones 

alteran la estructura y función de la HSA. En particular, se ha sugerido que habría 

una interacción sinérgica entre la glicación de la HSA y la oxidación del tiol. En este 

trabajo de tesis se usó un conjunto de técnicas experimentales y de modelado 

computacional para estudiar las propiedades del tiol de la HSA y de su derivado 

ácido sulfénico, y también, la interacción entre la glicación de la HSA y la oxidación 

del Cys34. 

Seis aspectos principales fueron tratados: (1) la estructura y dinámica del entorno 

del residuo Cys34 en las formas tiol y tiolato; (2) los mecanismos de las reacciones 

del tiolato de la HSA con peróxidos; (3) la estructura y dinámica del entorno de 

Cys34 en las formas ácido sulfénico y sulfenato; (4) el mecanismo de la reacción del 

ácido sulfénico de la HSA con H2O2; (5) la interacción entre la glicación de la HSA y 

la oxidación del tiol; y (6) la reacción del tiol de la HSA con metilglioxal. 

Lateralmente, también se validó, metodología tanto experimental como 

computacional, para describir este tipo de problemas. 

En primer lugar, se determinó que los residuos Tyr84 y Asp38 cumplen un papel 

importante modulando propiedades del tiol tales como la acidez y la nucleofilia, y se 

asignó un rol estructural a His39. Otro hallazgo importante es que el tiol(ato) 

interacciona con moléculas de agua que hacen de puente con el carboxilato de 

Asp38. En segundo lugar, se confirmó el carácter SN2 del mecanismo de las 

reacciones del tiolato de la HSA con peróxidos, obteniendo energías libres de 

activación de respectivamente 14.2 y 10.4 kcal mol−1 para las reacciones con H2O2 y 

HOONO. Como hallazgo mecanístico importante, se aprecia que, mientras en la 

reacción con H2O2 se da una transferencia protónica “post-estado de transición”, 
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esto no ocurre en su análoga con HOONO, mostrando que la naturaleza del grupo 

saliente determina la naturaleza del producto de reacción. En paralelo, se determinó 

experimentalmente un valor de entalpía de activación de 13.7 kcal mol−1, próximo 

al valor resultante del modelado de 12.9 kcal mol−1. En tercer lugar, se llegó a dos 

hallazgos importantes respecto al entorno del ácido sulfénico de la HSA: (a) la 

presencia de un enlace de hidrógeno persistente entre el ácido sulfénico y el 

carboxilato de Asp38; y (b) la cercanía del NH peptídico de Cys34 al Sγ del ácido 

sulfénico, que además se encuentra formando enlace de hidrógeno (puenteado por 

agua) con el imidazol de His39. Además, se estimó que el p𝐾a del ácido sulfénico de 

la HSA se encuentra entre 7.0 y 7.6. En cuarto lugar, el mecanismo más probable de 

la oxidación de un ácido sulfénico de bajo peso molecular por H2O2, un mecanismo 

SN2 en el que el S ataca al H2O2, que lleva a la formación de sulfenato y agua. 

Teniendo en cuenta este resultado, se modeló a nivel QM/MM la reacción del 

sulfenato de la HSA con H2O2, obteniendo un valor de la energía libre de activación 

a 300 K de 16.3 kcal mol−1. También se determinó experimentalmente la constante 

de velocidad de la reacción del ácido sulfínico de la HSA con H2O2 (0.112 ± 0.007 

M−1 s−1 a 25 °C y pH 7.4). 

Finalmente, se realizó una primera aproximación a cómo la glicación afecta la 

oxidación de Cys34 y viceversa. Si bien la glicación por glucosa en Lys195 parece 

afectar el entorno del tiolato, estos cambios no alteran la reactividad frente a H2O2. 

Por otro lado, la oxidación del tiol parece favorecer la glicación de Lys525. En 

paralelo, se determinó la constante de velocidad de la reacción del tiol de la HSA con 

metilglioxal la cual vale (8.7 ± 0.8) × 10−4 M−1 s−1 (37 °C, pH 7.4). 

Se espera que estos resultados ayuden a comprender las propiedades del tiol y del 

ácido sulfénico de la HSA, y de la interacción entre la glicación de la HSA y la 

oxidación de Cys34, dos procesos cuyo aumento se asocia a diversas patologías. 
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1. Introducción 

1.1. Tioles biológicos y ácidos sulfénicos 

1.1.1. Tioles biológicos 

Los tioles (RSH) son compuestos que contienen un grupo sulfhidrilo (−SH) unido a 

un átomo de carbono. Presentan carácter reductor y en solución acuosa pueden 

ionizarse para dar lugar a tiolatos (RS−), los cuales son buenos nucleófilos. En 

sistemas biológicos están representados fundamentalmente por la cisteína, Cys, y 

sus derivados de alto y bajo peso molecular. Los tioles pueden oxidarse por 

mecanismos de uno y dos electrones dando una amplia variedad de productos (e.g. 

ácidos sulfénicos y disulfuros) de los cuales se hablará en mayor detalle más 

adelante. Estos productos, salvo excepciones, pueden reducirse de vuelta a tioles. 

En las proteínas, los residuos de Cys se encuentran entre los menos abundantes, con 

una frecuencia de aparición de ~3 %, considerando como 100 % a los 20 

aminoácidos codificados [1]. A pesar de esto, los residuos de Cys tienen varias 

funciones asociadas [2].  En el caso de las proteínas extracelulares, los residuos de 

Cys se encuentran por lo general oxidados, formando puentes disulfuro (−S−S−) [3], 

los cuales permiten su correcto plegamiento y contribuyen a estabilizar su 

estructura tridimensional. En cambio, en las proteínas intracelulares, los residuos 

de Cys normalmente se encuentran en su forma reducida. Por otro lado, los residuos 

de Cys también pueden coordinar iones metálicos, como ocurre en el caso de los 

dedos de Zn [4], en los centros ferrosulfurados [5] y en algunas hemoproteínas [6].  

La versatilidad redox del azufre hace que los residuos Cys muchas veces estén 

involucrados en la catálisis redox [7], como por ejemplo en la reducción de 

disulfuros [8], en el plegamiento de proteínas [9], en la reparación del daño 

oxidativo de proteínas [10] y en el catabolismo del H2S [11]. Por otro lado, dado el 

carácter nucleofílico del grupo tiol, los residuos Cys forman parte del sitio activo de 

proteasas [12] y fosfatasas [13], y también pueden actuar en la detoxificación de 

electrófilos oxidantes [14] y no oxidantes [15, 16]. Por último, existen residuos Cys 

que no cumplen ninguna función específica, denominados residuos de Cys 

huérfanos [17], los cuales no suelen estar conservados. 

En los últimos años, los residuos Cys han cobrado especial importancia en la 

señalización celular [18]. Por ejemplo, la acción de varias clases de proteínas, 
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incluyendo enzimas metabólicas [19], proteínas señalizadoras [20] y factores de 

transcripción [21] puede ser regulada por la oxidación de un residuo Cys. Por otro 

lado, las proteínas que presentan un residuo de Cys con funciones catalíticas pueden 

inactivarse, y por lo tanto ser reguladas, por la oxidación de dicho residuo, como las 

proteína tirosina fosfatasas [22]. 

Una propiedad muy importante de los tioles biológicos es su acidez, dado que, al 

momento de reaccionar, un tiol debe estar ionizado, ya que el tiolato es la especie 

con carácter nucleofílico. El valor de p𝐾a de un tiol peptídico ordinario es de 

alrededor de 9 [23], y puede verse disminuido por la estabilización del tiolato debida 

a interacciones electrostáticas y a la formación de enlaces de hidrógeno. Por lo 

general, los residuos Cys involucrados en la catálisis y en la detoxificación de 

especies oxidantes suelen tener valores de p𝐾a menores a 6 [24]. 

1.1.2. Vías de oxidación de tioles y ácidos sulfénicos 

Como se mencionó anteriormente, los tioles pueden reaccionar con oxidantes de dos 

electrones (e.g. peróxidos, ROOH; haloaminas, R2NX; ácidos hipohalosos, HOX), o 

con oxidantes de un electrón (especies de capa abierta como HO•, O2
•−, NO2

•  y CO3
•−). 

Las vías de oxidación de los tioles se ilustran en el Esquema 1.1. 

 

Esquema 1.1. Vías de oxidación de tioles. 
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La oxidación de un tiol por oxidantes de dos electrones suele conducir a la formación 

de un ácido sulfénico (RSOH), de forma directa, como en las reacciones con 

peróxidos, o indirecta, como las reacciones con haloaminas y ácidos hipohalosos 

para formar haluros de sulfenilo (RSX), o la reacción con derivados del óxido nítrico 

(e.g. N2O3) para formar un S-nitrosotiol (RSNO). Estos productos pueden 

hidrolizarse para dar ácidos sulfénicos [25]. 

El ácido sulfénico, especie que puede actuar como electrófilo o como nucleófilo, 

puede seguir cuatro destinos: a) reaccionar con un tiol para formar un disulfuro 

(RSSR) y agua; reaccionar con otra molécula de ácido sulfénico para formar un 

tiosulfinato (RS(O)SR) y agua; b) reaccionar con una amida para formar una 

sulfenilamida (R’’CONR’SR) y agua; y c) reaccionar con un peróxido para formar un 

ácido sulfínico (RSO2H) y agua, un proceso denominado sobreoxidación de tioles 

[26]. Las tres primeras especies pueden reducirse a tioles: el disulfuro RSSR puede 

reaccionar con un tiol R’SH para formar un tiol RSH y un disulfuro RSSR’, en un 

proceso conocido como intercambio tiol-disulfuro; el tiosulfinato puede reaccionar 

con un tiol para formar un disulfuro y un ácido sulfénico; y la sulfenilamida puede 

reaccionar con un tiol para dar un disulfuro y una amida [22]. A diferencia de los 

otros tres derivados del ácido sulfénico, el ácido sulfínico solo puede reaccionar con 

un peróxido para formar un ácido sulfónico (RSO3H), el cual no puede ser reducido 

por reacción con tioles, y agua [26]. Una excepción la constituyen algunos ácidos 

sulfínicos proteicos, los cuales pueden ser reducidos por la reacción con un tiol a 

expensas de una molécula de ATP, catalizada por las sulfirredoxinas [27]. Volviendo 

a los ácidos sulfénicos, por lo general se trata de intermediarios de vida corta, debido 

a la posibilidad de reaccionar con tioles. No obstante, la vida media de un ácido 

sulfénico puede ser larga debido a impedimentos estéricos y a la ausencia de tioles 

cercanos [28, 29]. 

La oxidación de un tiol por procesos de un electrón (i.e. especies de capa abierta 

como HO•, O2
•−, NO2

•  y CO3
•−) conduce a la formación de un radical tiilo (RS•). El 

radical tiilo puede tener los siguientes destinos: a) reducirse de nuevo a tiol por 

reacción con un reductor de un electrón como el ácido ascórbico; b) reaccionar con 

una molécula de O2 para formar un radical tioperoxilo (RSOO•), que a su vez puede 

ser reducido por un reductor de un electrón a ácido sulfínico; c) reaccionar con un 

tiol para formar el anión radical disulfuro capaz de reducir el O2 a superóxido [30]; 

d) o reaccionar con el óxido nítrico para formar un S-nitrosotiol. 
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1.1.3. Oxidación de tioles por peróxidos 

Como se mencionó anteriormente, los tioles pueden reaccionar con peróxidos, 

oxidándose, para formar ácidos sulfénicos. Estudios cinéticos a distintos valores de 

pH muestran un aumento de la reactividad de los tioles frente a diversos peróxidos 

(e.g. H2O2; ácido peroxinitroso, HOONO) al aumentar el pH, sugiriendo que la 

especie reactiva es el tiolato [31, 32], lo cual también es apoyado por trabajos de 

modelado computacional [33].  

Las reacciones de tioles de bajo peso molecular con H2O2 tienen constantes de 

velocidad k independientes del pH (i.e. las que se observarían si el tiol se encontrase 

completamente ionizado) de entre 4 y 40 M−1 s−1 [31, 34, 35]. En la Tabla 1.1 se 

muestra una selección de constantes de velocidad para reacciones de tiolatos de 

bajo peso molecular con H2O2. Respecto al mecanismo de reacción, trabajos de 

modelado computacional sugieren que las reacciones de tiolatos con peróxidos 

siguen un mecanismo SN2, en el que el tiolato actúa como nucleófilo [33, 36-41]. En 

el caso de las reacciones con H2O2, es de resaltar que, posteriormente al estado de 

transición, se da una transferencia protónica, formándose sulfenato y agua en lugar 

de ácido sulfénico y OH− [36, 37, 39], mientras que en la reacción con HOONO no se 

observa dicha transferencia protónica, formándose ácido sulfénico y NO2
− [40]. 

Posiblemente debido a que este último es una base mucho más débil que el OH− 

[40], y presumiblemente más débil que los sulfenatos (el valor del p𝐾a del ácido 

cisteínsulfénico es de alrededor de 7.5 [42], mientras que el del ácido nitroso es de 

alrededor de 3.3 [43]). 

Tabla 1.1. Constantes de velocidad independientes del pH para reacciones de 
tioles de bajo peso molecular con H2O2 a 25 °C. Adaptada de [35]. 

Tiol k (M−1 s−1) 

N-Acetilcisteína 39.3 

2-Mercaptoetanol 24.3 

Captopril 24.1 

Cisteína 14.3 

Cisteína etiléster 3.9 

Glutatión 31.9 

Cisteinilglicina 12.0 

Homocisteína 19.7 
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En tioles proteicos, la reactividad frente a H2O2 puede variar mucho en las distintas 

proteínas. El valor de k puede ir desde el orden de los 10 M−1 s−1 en PTP1B [44] y 

papaína [45, 46], pasando por 103 M−1 s−1 en GAPDH [47], hasta 104-108 M−1 s−1 en 

peroxirredoxinas (Prdx2, Prdx5, AhpC, AhpE) [48-52]. En la tabla 1.2 se reportan 

valores de k independientes del pH para algunas reacciones de tioles proteicos con 

H2O2. Los valores de k anormalmente altos en enzimas como GAPDH y 

peroxirredoxinas sólo pueden explicarse por interacciones específicas con residuos 

del sitio activo que estabilizan al estado de transición respecto al complejo 

proteína-H2O2, más que a la reactividad intrínseca del tiolato [38, 41, 53]. 

Tabla 1.2. Constantes de velocidad independientes del pH para reacciones de 
tioles proteicos con H2O2 a 25 °C. Adaptada de [53]. 

Tiol k (M−1 s−1) Referencia 

Papaína 62 [45, 46] 

PTP1B 9 [44] 

GAPDH 2.8 × 103 [47] 

AhpE 8.2 × 104 [52] 

Prdx5 3.0 × 105 [51] 

AhpC 5.8 × 107 [48, 49] 

Prdx2 1.0 × 108 [50] 

1.1.4. Oxidación de ácidos sulfénicos por peróxidos 

Los ácidos sulfénicos también pueden oxidarse por reacción con peróxidos para dar 

ácidos sulfínicos. Como se mencionó anteriormente, se trata de intermediarios de 

vida corta cuando no están estéricamente impedidos. Debido a esto, se cuenta con 

escasa información de la cinética de la reacción de ácidos sulfénicos de bajo peso 

molecular con peróxidos, habiendo sólo un trabajo del estudio cinético detallado de 

la oxidación del ácido 9-fluoro-10-tripticensulfénico por H2O2  y peróxidos 

orgánicos, usando metanol como solvente [54]. En el caso de la reacción con H2O2, 

el valor de la constante de velocidad independiente del pH es de 0.29 M−1 s−1 a 20 °C. 

En solución acuosa no se cuenta con información cinética de estas reacciones. 

Por otro lado, se cuenta con información cinética de la oxidación de varios ácidos 

sulfénicos proteicos, con valores de constante de velocidad k de entre 10−1 y 104 M 

s−1 [20, 28, 29, 52, 55-57], lo cual sugiere que el entorno proteico (interacciones 

electrostáticas y enlaces de hidrógeno con el sulfenato y/o el H2O2, presencia de 
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moléculas de agua en el sitio de reacción) modula la cinética de la reacción, 

estabilizando (o bien desestabilizando) diferencialmente al estado de transición 

respecto al complejo proteína-H2O2. En la Tabla 1.3 se muestran valores de 

constantes de velocidad para las reacciones de ácidos sulfénicos proteicos con H2O2, 

determinadas bajo distintas condiciones de tempeartura y pH. 

Tabla 1.3. Constantes de velocidad para reacciones de ácidos sulfénicos de 
proteínas con H2O2. 

Proteína k (M−1 s−1) Condiciones Ref. 

HSA 0.4 37 °C; pH 7.4 [56] 

AhpE (M. tuberculosis) 40 25 °C; pH 7.4 [52] 

Fosfatasa Cdc25B (C426S) 47 20 °C; pH 7.0 [55] 

Prdx1 57 25 °C; pH 7.4 [52] 

Fosfatasa Cdc25B 60 20 °C; pH 7.0 [55] 

MAP kinasa 3 (C218S) 101 20 °C; pH 8.0 [20] 

Fosfatasa Cdc25C (C330S) 101 20 °C; pH 7.0 [55] 

Fosfatasa Cdc25C 110 20 °C; pH 7.0 [55] 

NADH peroxidasa (Streptoccoccus) 390 25 °C; pH 7.0 [29] 

Prdx2 1.2 × 104 20 °C; pH 7.4 [31] 

Prdx3 1.2 × 104 20 °C; pH 7.4 [31] 

NADH peroxidasa (H10Q) 1.8 × 104 25 °C; pH 7.0 [57] 

Respecto al mecanismo de reacciones entre ácidos sulfénicos y peróxidos, se cuenta 

con poca información. El estudio de la cinética de la reacción del ácido sulfénico de 

AhpE con H2O2 a distintos valores de pH muestra un aumento de la constante de 

velocidad observada al aumentar el pH, lo que indicaría o bien que la especie 

reactiva es el sulfenato, o que la reacción sufre catálisis básica [52]. Lo mismo 

sugiere el modelado computacional DFT (del inglés density functional theory, teoría 

del funcional de la densidad; se explicará más en detalle los aspectos metodológicos 

en la sección 2) en fase gaseosa –con correcciones de energética al nivel Hartree-

Fock usando solvente implícito– de las reacciones de ácido metanosulfénico y 

metanosulfenato con H2O2 [33]. Este trabajo, junto a otro trabajo de modelado 

computacional a nivel DFT en fase gaseosa (con energías mejoradas usando solvente 

implícito) considerando la participación activa de las moléculas de agua [58], 

sugiere que las reacciones de ácidos sulfénicos con peróxidos siguen un mecanismo 

SN2 en el que el S ataca al peróxido, y también consideran la posibilidad de que se dé 

un intercambio protónico asistido por solvente (SAPE, del inglés solvent-assisted 
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proton exchange). Tanto la hipótesis del SAPE como la de la catálisis básica son 

descartadas por la ausencia de efectos cinéticos isotópicos en la reacción de 9-

fluoro-10-tripticensulfénico con H2O2 en metanol deuterado [54]. No obstante, 

dichos trabajos no tienen en cuenta que el sulfenato es un nucleófilo ambidentado 

[59, 60], por lo que sin otra evidencia no debería descartarse la posibilidad de que 

el átomo de O del sulfenato ataque al peróxido, formando un intermediario 

persulfenato (RSOO−) que rearreglaría a sulfinato. Además, el ácido sulfénico puede 

actuar como electrófilo, y la base conjugada del H2O2, el HO2
−, presenta carácter 

nucleófilo [61-63], por lo que tampoco debería descartarse la posibilidad de un 

ataque nucleofílico del HO2
− sobre el S del ácido sulfénico, para formar ácido 

persulfénico (RSOOH) que rearreglaría a ácido sulfínico. Los posibles mecanismos 

de la reacción de un ácido sulfénico con H2O2 se ilustran en el Esquema 1.2. 

 

Esquema 1.2. Posibles mecanismos de reacción del ácido sulfénico con H2O2. a) 
Ácido sulfénico/sulfenato como nucleófilo; b) ácido sulfénico como electrófilo. 

Finalmente, como ya se mencionó, el ácido sulfínico puede reaccionar con peróxidos 

para formar un ácido sulfónico. En el caso de la reacción con H2O2 (metanol, 20 °C), 

el ácido 9-fluoro-10-tripticensulfínico (que mayoritariamente se encuentra en la 

forma sulfinato, RSO2
−) reacciona de forma más lenta (k = 5.8 × 10−4 M−1 s−1) que el 

ácido sulfénico (k = 0.29 M−1 s−1) [54]. Los datos obtenidos en el contexto del trabajo 

de modelado computacional ya mencionado, apoyan la idea de que la reacción sigue 

un mecanismo SN2 en el cual el S del sulfinato ataca al OH del peróxido [33]. 

1.2. Glicación de proteínas y metilglioxal 

1.2.1. Generalidades 

Se denomina glicación a la modificación no enzimática de aminas biológicas por 

especies que contienen grupos carbonilo tales como azúcares reductores y 
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α-oxoaldehídos. Estos últimos también pueden reaccionar con los grupos tiol de los 

residuos Cys.  En proteínas, la glicación se da a nivel del grupo amino terminal y de 

las cadenas laterales de Lys y Arg, dando lugares a modificaciones 

postraduccionales. Estas modificaciones pueden desencadenar cambios 

estructurales que pueden llevar a alteraciones en la función. Entre las proteínas cuya 

función se ve alterada por la glicación se encuentran la miosina (proteína 

involucrada en la contracción muscular) [64], la α-cristalina (proteína encargada de 

mantener la transparencia del cristalino y la córnea del ojo) [65-67], las proteínas 

de choque térmico [68], el colágeno [69], la hemoglobina [70] y la albúmina sérica 

humana (HSA, proteína que se tratará en detalle más adelante) [71, 72]. Se ha 

relacionado un aumento en los niveles de proteínas glicadas con diversas patologías 

tales como diabetes [73-78], nefropatías [79], retinopatías [80], enfermedades 

cardiovasculares [81, 82] y enfermedades neurodegenerativas [83], así como con el 

envejecimiento [65, 76, 79, 83]. 

 

Esquema 1.3. Procesos de glicación temprana y avanzada por glucosa y relación 
con la formación de α-oxoaldehídos. 

En el caso de azúcares reductores (aldosas), como la glucosa (el azúcar más 

abundante en el plasma, que llega a tener una concentración de hasta 20 mM), el 

proceso químico comienza con el ataque nucleofílico de un grupo amino sobre el 
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grupo aldehído del azúcar (en su forma abierta) para formar una carbinolamina, 

intermediario de vida corta que se deshidrata para formar una imina (conocida 

como base de Schiff). Ésta se transforma en un enodiol intermediario que a su vez 

se transforma en una fructosilamina (también conocida como producto de Amadori) 

que puede ciclarse  [84-86]. Estas modificaciones, de naturaleza reversible, 

conocidas como productos de la glicación temprana, pueden sufrir una serie de 

modificaciones oxidativas y no oxidativas (glicación avanzada) para formar 

productos de glicación avanzada (AGEs, por la sigla en inglés de advanced glycation 

endproducts) [87] y α-oxoaldehídos, tales como 3-desoxi-2-glucosona, metilglioxal y 

glioxal [88] (Esquema 1.3). Estos últimos, como se mencionará más adelante, tienen 

la capacidad de modificar irreversiblemente las cadenas laterales de los residuos de 

Lys y Arg (también formando AGEs), y también pueden reaccionar reversiblemente 

con las cadenas laterales de los residuos Cys, formando un hemitioacetal [89-91].  

 

Esquema 1.4. Estructuras de algunos productos de glicación avanzada. 
Abreviaturas: CML, N-(carboximetil)lisina; CEL, N-(carboxietil)lisina. 

Volviendo a los AGEs, dado que su formación es irreversible, es de esperar que la 

mayor parte de los efectos de la glicación sobre las proteínas se deban a la a dicho 

proceso. En línea con esto, se ha relacionado la presencia elevada de AGEs con 
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patologías como retinopatías [92], nefropatías [93], enfermedades cardiovasculares 

[82, 87] y enfermedades neurodegenerativas [83]. Por otro lado, los AGEs y 

α-oxoaldehídos se observan en algunos alimentos (el oscurecimiento durante la 

cocción se debe a la formación de AGEs) [94], y el consumo de estos alimentos 

parece aumentar los niveles de AGEs en el organismo [95].  Existe una gran variedad 

de AGEs, entre ellos productos simples como N-(carboximetil)lisina (CML), 

N-(carboxietil)lisina (CEL), pirralina, hidroimidazolonas y argpirimidina, y 

entrecruzamientos como dímeros de lisina, vesperlisina, “crossline”, 

entrecruzamientos imidazol, glucosepano y pentosidina. Las estructuras de algunos 

de los AGEs más importantes se muestran en el Esquema 1.4. 

Algunos de estos productos, como la argpirimidina y la pentosidina, son 

fluorescentes [96]. Otros, como las hidroimidazolonas, CML y CEL, pueden unirse a 

una proteína llamado RAGE (del inglés receptor for advanced glycation endproducts, 

receptor de productos de glicación avanzada) [95]. Dicha proteína puede 

encontrarse como un receptor de membrana (mRAGE) en células endoteliales y 

fagocitos, o en forma soluble (sRAGE). La unión de AGEs al mRAGE activa cascadas 

de señalización que terminan en un aumento de la expresión de proteínas 

involucradas en la inflamación, la expresión de citoquinas proinflamatorias, 

moléculas de adhesión, la producción de especies reactivas de oxígeno y la expresión 

del mismo RAGE [87, 97], por lo que . La función del sRAGE parece ser regular la 

unión de los AGEs al mRAGE por interferencia y favoreciendo la endocitosis de 

proteínas que contienen AGEs [98]. Otros receptores de membrana –involucrados 

en la endocitosis y posterior degradación de proteínas que contienen AGEs– 

también pueden unir AGEs, como los receptores AGE-R (AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3) 

y los receptores barrenderos A1 y A2 de los macrófagos [87, 99, 100]. Por otro lado, 

la unión de AGEs al receptor AGE-R1 parece regular la acción del receptor RAGE 

[101]. Finalmente, existen otros receptores que pueden unir AGEs que no están 

involucrados en la endocitosis de los mismos, como CD36 y LOX-1 [87]. La unión de 

AGEs a CD36 activa vías de señalización que favorece la producción de especies 

reactivas de oxígeno, y en los adipocitos activa vías de señalización que desembocan 

en la disminución de la producción de leptina (proteína que disminuye el apetito) 

[102]. Por otro lado, la unión de AGEs al receptor LOX-1 en células endoteliales 

además de activar vías de señalización que desembocan en un aumento de la 

expresión de proteínas inflamatorias y moléculas de adhesión, activa vías que 

desembocan en la disminución de la producción celular de NO• (causando 
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disfunción endotelial y en la apoptosis de la célula endotelial (favoreciendo la 

generación de placas de ateroma) [103].  

1.2.2. Metilglioxal 

El metilglioxal (MGO) es un α-oxoaldehído muy reactivo que se produce por vías 

endógenas, tales como descomposición de triosas fosfato [104], auto-oxidación de 

carbohidratos [105, 106], degradación de la glucosa [107], peroxidación de lípidos 

[108] y degradación de ácidos nucleicos [109]. En individuos sanos, los valores 

reportados de la concentración de MGO se encuentran entre 120 y 650 nM [110-

124]. En condiciones patológicas (e.g.: diabetes, nefropatía) [115, 125, 126], la 

concentración de MGO se ve aumentada, con valores reportados desde 150 nM hasta 

2.4 μM [110-124], aunque probablemente este último valor esté sobreestimado 

[121], esperándose que la concentración plasmática de MGO se encuentre por 

debajo de 1 μM.  

 

Esquema 1.5. Formas del MGO presentes en solución acuosa. 

El MGO puede formar hidratos, y en solución acuosa se encuentran tres formas del 

MGO en equilibrio en distintas proporciones (Esquema 1.5): anhidro (1 %), 

monohidrato (71 %) y dihidrato (28 %) [127-129]. El MGO  también reacciona de 

forma reversible con las cadenas laterales de Arg y Lys presentes en las proteínas 

[130], y modificaciones irreversibles posteriores pueden ocurrir como la formación 

de entrecruzamientos de cadenas laterales de Lys o entrecruzamientos MODIC (del 

inglés methylglyoxal-derived imidazole crosslink, entrecruzamientos imidazol 

derivados de metilglioxal, que se dan entre cadenas laterales de Lys y Arg) [130] y 

CEL [65] a nivel de residuos Lys, y la formación de imidazolonas como N-(hidro-5-

metil-4-imidazolon-2-il)-ornitina (MG-H1) [130]. 

Los mecanismos para la formación de estos productos no están del todo elucidados 

debido a que presentan varias etapas, aunque se cuenta con trabajos de modelado 

DFT en solución acuosa que en los que se exploran varias alternativas mecanísticas 

para la formación de entrecruzamientos entre Lys y Arg derivados de glioxal y MGO 

(e.g. MODIC) [131-133]. En otro trabajo (también de modelado DFT en solución 
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acuosa) se estudió un posible mecanismo para la reacción entre lisina y glioxal 

monohidrato para dar CML [134]. El mecanismo consiste en la formación reversible 

de una base de Schiff, la cual sufre rearreglos irreversibles para dar lugar a CML. La 

reacción análoga con MGO podría seguir un mecanismo similar, dando CEL. 

Análogamente, el MGO puede reaccionar de forma reversible con las cadenas 

laterales de Cys para formar un hemitioacetal [89, 91]. Se ha sugerido que este 

hemitioacetal se transformaría en S-(carboxietil)cisteína (CEC) [135], por 

extrapolación a lo observado por la reacción de tioles con glioxal que da como 

producto final S-(carboximetil)cisteína [136]. No obstante, el producto CEC nunca 

se ha identificado como producto de las reacciones de tioles con MGO [89], 

probablemente debido a las diferencias entre el glioxal y el MGO (el primero es un 

dialdehído, mientras que el segundo es un cetoaldehído; cetonas y aldehídos 

presentan una química diferente). En el Esquema 1.6 se muestran las vías de 

formación de productos derivados del MGO. 

 

Esquema 1.6. Vías de formación de productos entre metilglioxal y cadenas 
laterales de Arg, Lys y Cys. MGO: Metilglioxal. CEL: N-(carboxietil)lisina. MODIC: 
Entrecruzamiento imidazol derivado de metilglioxal (del inglés methylglyoxal-

derived imidazole crosslink) MG-H1: N-(hidro-5-metil-4-imidazolon-2-il)ornitina. 

Cabe destacar que el receptor RAGE mencionado anteriormente presenta una 

elevada afinidad por el producto MG-H1 (del orden de 1 nM) [137], mientras que 
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para el producto CEL (unido a las proteínas) tiene una afinidad mucho menor (del 

orden de 1 μM)[138]. 

En el medio intracelular, el MGO es detoxificado por el sistema glioxalasa, el cual 

cataliza la transformación de MGO a D-lactato [139]. Dicha transformación se da en 

tres etapas. Primero el MGO reacciona de forma rápida con glutatión para formar un 

hemitioacetal. Luego, éste se isomeriza a un tioéster, D-S-lactoilglutatión (catalizada 

por la glioxalasa I) [140]. Finalmente, el tioéster se hidroliza a D-lactato y agua, una 

reacción catalizada por la glioxalasa II [141]. 

1.3. Albúmina sérica humana 

1.3.1. Generalidades 

La albúmina sérica humana (HSA) es la proteína más abundante en el plasma, 

representando alrededor del 60 % del total. Su concentración en plasma es de 

alrededor de 600 µM. Se trata de una cadena polipeptídica simple de 585 residuos, 

no glicosilada, con un peso molecular de 66438 Da y una carga global de alrededor 

de −14 a pH 7.4.  

 

Figura 1.1. Representación de la estructura cristalográfica de la HSA (coloreada 
por subdominio) libre de ligandos y modificaciones (PDB: 1AO6_A) y ubicación del 

residuo Cys34. 

Se trata de una proteína globular que presenta un 60 % de hélice α y nada de hoja 

plegada β, organizada en tres dominios (I, residuos 1-195; II, residuos 196-303; III, 

residuos 304-585). Cada uno de estos dominios se divide en dos subdominios, A y B 
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(Figura 1.1), cuya estructura se encuentra estabilizada por enlaces disulfuro (en 

total la HSA tiene 17 de estos enlaces) [142]. Se sugiere que el origen de esta 

estructura en subdominios se debe a eventos de duplicación genética [143]. La HSA 

tiene un único residuo de cisteína libre, Cys34, el cual se encuentra en una 

hendidura, cercano a los residuos Asp38 y Tyr84 (Figura 1.1), que representa más 

del 80 % de los tioles libres en plasma [144]. 

Debido a que tiene numerosos residuos ionizables (36 Asp, 62 Glu, 59 Lys, 24 Arg, 

16 His, 1 Cys y 18 Tyr), la HSA puede sufrir cambios conformacionales reversibles 

al variar el pH. A valores de pH menores a 4.3, la HSA experimenta una transición de 

la conformación normal (conformación N; presente a pH 7.4) a la conformación F 

(del inglés fast, rápida, debido a que migra rápido en los geles de electroforesis), que 

a su vez sufre una transición a valores de pH menores a 2.7 a la conformación E 

(extendida). Por otro lado, la forma N sufre a valores de pH mayores a 8 una 

transición a la conformación B (básica), que a su vez puede sufrir una transición a la 

forma A (del inglés aged, envejecida) a valores de pH por encima de 10 [142]. Se ha 

reportado que la forma B presenta una mayor capacidad de unión a ligandos [145] 

y que la presencia de calcio a concentraciones plasmáticas facilita la transición de N 

a B a pH 7.4 [146], lo que sugiere que dicha transición es relevante biológicamente. 

 

Esquema 1.7. Conformaciones de la HSA en relación con el pH. E: Forma 
extendida. F: Forma fast. N: Forma normal. B: Forma básica. A: Forma aged. 

A la fecha, en el Protein Data Bank (PDB) se encuentran depositadas numerosas 

estructuras 3D de HSA, tanto para la proteína libre (i.e. sin ligandos ni 

modificaciones) [147] como unida a ligandos, como por ejemplo ácidos grasos [148], 

hemina [149], bilirrubina [150], prostaglandinas [151] y fármacos [152]. A la fecha, 

no se cuenta con estructuras de HSA con modificaciones covalentes a nivel de Cys34 

detectadas experimentalmente, ni formando productos derivados de reacciones con 

MGO a nivel de residuos de Arg y Lys, pero sí se cuenta con una estructura de HSA 

formando una base de Schiff (o un producto de Amadori de cadena abierta) a nivel 

del residuo Lys195 [153] (esto se detallará más adelante), siendo ésta la única 

estructura de HSA con modificaciones postraduccionales. 

Entre las funciones de la HSA se encuentran el transportar moléculas pequeñas 

(ácidos grasos, bilirrubina, hormonas, fármacos, etc.) y cationes metálicos, 
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mantener la presión coloidosmótica (asociada a su gran carga negativa) [142] y 

capturar especies electrófilas, tanto oxidantes [56, 154-161] como no oxidantes [89-

91, 136, 162-164]. Esta última función está asociada a su tiol libre en Cys34. 

1.3.2. Reactividad del tiol de la HSA y su derivado – el ácido sulfénico 

Al igual que  como se mencionó de forma general en la Sección 1.1 para tioles 

proteicos y de bajo peso molecular,  el tiol de la HSA (HSA−SH) puede oxidarse por 

peróxidos como H2O2 y ácido peroxinitroso para formar un ácido sulfénico de vida 

media relativamente larga [56, 154], el cual puede reaccionar con tioles de bajo peso 

molecular (e.g. cisteína, cisteinilglicina, homocisteína) para formar disulfuros 

mixtos (HSA−SS−R; cisteína: HSA−SS−Cys; homocisteína: HSA−SS−Hcy) [165], 

decaer espontáneamente a un producto no caracterizado que se presume que se 

trata de una sulfenilamida [165, 166], o reaccionar con peróxidos para formar un 

ácido sulfínico (HSA−SO2H) que no puede ser reducido in vivo y que a su vez puede 

oxidarse, también de forma irreversible, a ácido sulfónico (HSA−SO3H) [56].  

Por otro lado, el tiol de la HSA puede reaccionar con electrófilos centrados en 

carbono, como por ejemplo carbonilos α,β-insaturados como 4-hidroxinonenal 

[164] y derivados nitrados de ácidos grasos insaturados [162] –siguiendo un 

mecanismo tipo Michael– y α-oxoaldehídos como glioxal y MGO para formar  [89, 

136] para formar hemitioacetales (esto ya fue mencionado en la Sección 1.2.2), y 

con disulfuros de bajo peso molecular (e.g. cistina, homocistina) para formar 

disulfuros mixtos [167]. La formación de éstos últimos modula la unión de ligandos 

[168-170]. En la Tabla 1.4 se muestran valores de constantes de velocidad de 

reacciones del tiol de la HSA con especies electrófilas. 

Tabla 1.4. Constantes de velocidad de reacciones del tiol de la HSA con especies 
electrófilas a 37 °C y pH 7.4. 

Especie k (M−1 s−1) Referencia 

H2O2  2.26 [154] 

Ácido peroxinitroso 3.8 × 103 [160] 

HNE 29.4 [164] 

DTNB 16.1 [156] 

Homocistina 0.175 [167] 

Como se mencionó antes, la HSA tiene además la capacidad de unir de ácidos grasos 

de forma no covalente. La unión de éstos –y de otros ligandos– induce cambios que 
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incrementan la reactividad del tiol frente a distintas especies (e.g. peróxidos, 

disulfuros, MGO) [90, 156].  

En adultos sanos, alrededor del 75 % de la HSA circulante se encuentra en la forma 

HSA−SH, mientras que el resto se encuentra mayoritariamente en la forma 

HSA−SS−Cys [171, 172]. Entre el 1 y el 2 % de la HSA circulante se encuentra en las 

formas HSA−SO2H y HSA−SO3H [173-177]. Un incremento en los niveles plasmáticos 

de HSA−SS−R, HSA−SO2H y HSA−SO3H está asociado con distintas patologías y 

podría constituir un biomarcador de la implicación del estrés oxidativo en procesos 

patológicos y de la función de la HSA como antioxidante [144, 178]. 

Respecto a la acidez del tiol de la HSA, ésta es controversial, con valores de p𝐾a 

reportados de entre 5 y 8.8 [156, 179-183], principalmente debido a la 

extrapolación de lo observado en albúmina sérica bovina (BSA, acrónimo del inglés 

bovine serum albumin) [179, 180] a la HSA (proteínas que se comportan de forma 

diferente [184]), o bien por una interpretación errónea del gráfico de la constante 

de  velocidad observada respecto al pH (los autores sugieren un valor de p𝐾a de ~7, 

sin embargo del gráfico se obtiene un valor de ~8) [181]. Experimentos de cinética 

en función del pH [156, 185] sugieren que el pKa tiene un valor de ~8 aunque no 

queda claro si los cambios observados se deben a la ionización del tiol o a cambios 

en el entorno debidos a la transición N-B. Sin embargo, experimentos de titulación 

UV-visible –un método directo, ya que el tiolato absorbe a 238 nm pero el tiol no– 

arrojan un valor de p𝐾a de 8.05 [185]. Estos resultados dan mayor solidez a la idea 

de que el p𝐾a de Cys34 se encuentra alrededor de 8.  

1.3.3. Glicación de la HSA 

Dada su alta concentración, gran cantidad de residuos básicos (59 Lys y 24 Arg) y 

larga vida media (alrededor de 21 días), la HSA es altamente susceptible a glicarse 

[186]. La glicación produce cambios en la estructura, y por lo tanto, en la función de 

la HSA, disminuyendo la capacidad de transportar ligandos [71, 187, 188].  

Cuando el agente glicante es la glucosa, se han reportado modificaciones en los 59 

residuos Lys de la HSA [189], no obstante, el sitio más importante de glicación in 

vivo es el residuo Lys525 [190, 191]. Actualmente se cuenta con una estructura 

cristalográfica de HSA modificada por glucosa in vitro (PDB: 4IW2) formando una 

base de Schiff (o un producto de Amadori de cadena abierta) con Lys195 [153]. 

Cuando el agente glicante es el MGO, el sitio primario de modificación es Arg410 (y 
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la modificación que presenta es el producto MG-H1 mencionado en la Sección 

1.2.2), aunque otros sitios minoritarios han sido identificados [188, 192]. 

En individuos sanos, la proporción de HSA glicada se encuentra entre el 1 y el 10 % 

del total [187], mientras que en pacientes diabéticos la proporción suele ser dos o 

tres veces mayor [193-200]. En pacientes diabéticos no controlados la proporción 

de HSA glicada puede llegar incluso al 90 % [201]. Asimismo, las alteraciones en la 

estructura y función de la HSA inducidas por la glicación tienen implicaciones 

clínicas. Altos niveles de HSA glicada se relacionan con daños irreversibles asociados 

con las alteraciones metabólicas observadas en la diabetes [76, 202]. Varios trabajos 

muestran la importancia de la HSA glicada en condiciones de insuficiencia renal y 

microangiopatía en diabéticos [79, 203-209], y también en complicaciones 

vasculares de la retinopatía asociada a la diabetes [80]. Por otro lado, se sugiere que 

la HSA glicada está involucrada en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. 

Estudios in vitro apuntan a que la HSA glicada favorece la activación y agregación 

plaquetaria [210-212] y desfavorece la agregación de eritrocitos [213]. 

Adicionalmente, la HSA glicada puede afectar el metabolismo de la glucosa en el 

músculo esquelético [214] y en adipocitos [215]. Se ha observado que la albúmina 

glicada dispara la generación de especies reactivas de oxígeno, las cuales llevan a la 

reducción de la sensibilidad a la insulina del adipocito [215, 216]. Más aún, está bien 

establecido que la albúmina glicada contribuye a la modificación oxidativa de 

proteínas intracelulares en adipocitos [217, 218].  

La HSA glicada formando AGEs (AGE-HSA) afecta la biología celular mediante la 

interacción del producto MG-H1 que se forma en Arg410 con el receptor RAGE 

mencionado en la Sección 1.2.1, que resulta en la activación de cascadas de señales 

que terminan en la expresión de mediadores inflamatorios y moléculas de adhesión 

(i.e. inmunogénesis), y en un aumento en la expresión del propio RAGE [137]. 

Además, como también se mencionó, AGE-HSA se une a los receptores CD36, 

aumentando la producción de especies reactivas de oxígeno y disminuyendo la 

producción de leptina (lo que favorecería la obesidad) [102], y a los receptores LOX-

1 de las células endoteliales, activando cascadas de señalización que desembocan en 

inmunogénesis, disfunción endotelial y apoptosis de la célula endotelial (que se 

relaciona con la formación de placas de ateroma) [103]. Por otro lado, AGE-HSA 

puede mostrar propiedades antigénicas, las cuales pueden llevar a una respuesta 

autoinmune [219, 220]. 
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Los efectos de la HSA glicada no solo se deben a AGE-HSA. Varios tipos celulares (e.g. 

monocitos, macrófagos) presentan receptores de fructosil-lisina, a los que se une la 

HSA que forma productos de Amadori (AP-HSA) [221]. En macrófagos y monocitos, 

la unión de AP-HSA a estos receptores activa vías de señalización que terminan en 

la expresión de mediadores inflamatorios [222, 223]. El receptor IGF-1 de las células 

mesangiales del riñón también une AP-HSA, activando vías de señalización que 

disminuyen la expresión de catalasa (una enzima con función antioxidante que 

cataliza la dismutación de peróxidos), lo cual favorecería el envejecimiento de 

dichas células [224]. Asimismo, se ha reportado que AP-HSA, mediante receptores 

no identificados [225], favorece la expresión de colágeno, fibronectina y de 

proteínas involucradas en el crecimiento y la diferenciación celular [206, 207, 226]. 

Las células endoteliales también presentan un receptor que une AP-HSA [227]. 

Dicha unión activa vías de señalización que provocan un incremento en la síntesis 

de NO• que induce la muerte celular [228, 229], lo cual podría tener un rol en el 

desarrollo de enfermedades vasculares, y también activa vías de señalización que 

inducen un aumento en la expresión de E-selectina, una molécula de adhesión [230]. 

Otras células que son afectadas por AP-HSA son las del músculo liso vascular, y los 

queratocitos del ojo. La interacción entre las primeras y AP-HSA favorece la 

proliferación de las mismas y la expresión de mediadores inflamatorios [231], y la 

generación de NO• [232]. En los queratocitos, AP-HSA también parece inducir la 

expresión de mediadores inflamatorios [233]. 

1.3.4. Interacción entre glicación de HSA y oxidación de Cys34 

En los últimos años, se ha sugerido que la glicación de la albúmina y la oxidación del 

tiol de Cys34 son procesos sinérgicos, es decir, que la glicación favorece la oxidación 

de Cys34 y viceversa [234]. 

Por un lado, se ha reportado que el tiol de la BSA incubada con glucosa parece ser 

más susceptible a oxidarse por especies radicalarias [193], y que la BSA incubada 

con glucosa (5-100 mM, 37 °C, pH 8) por 7 semanas muestra una disminución del 

contenido de tioles de hasta un 61 % [235]. Una disminución del contenido de tioles 

similar (40 %) se ha observado cuando se incuba BSA con MGO (1 mM, 37 °C, pH 

7.4) durante 150 horas (aprox. 6 días), aunque esta disminución puede deberse a la 

reacción del tiol con MGO [236]. En línea con estos resultados, se han observado 

niveles disminuidos de HSA−SH en pacientes diabéticos (~34 %) [237] e 

hiperglicémicos (~50 %) [238]. Estos trabajos sugieren que la glicación aumentaría 
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la tendencia a oxidarse del tiol de Cys34, aunque no se cuenta con estudios cinéticos 

de las reacciones de HSA−SH (glicada) frente a especies oxidantes. 

Por otro lado, se ha observado que la BSA tratada con H2O2 10 mM (pH 7.4, 37 °C) 

presenta mayores niveles de glicación por glucosa (se incubo la proteína por 4 

semanas con concentraciones de glucosa de hasta 30 mM), de hasta 35 % [234]. 

También se ha reportado que la HSA con disulfuros mixtos a nivel de Cys34 

(HSA−SS−Cys, HSA−SS−Hcy; variantes de HSA oxidada a nivel de Cys34) presenta 

una mayor reactividad del grupo amino de Lys525 frente a homocisteína-tiolactona 

[239], que si bien no es un agente glicante, tiene carácter electrófilo. Esto sugiere 

que el grupo amino de Lys525 presenta mayor nucleofilia en HSA que forma 

disulfuros mixtos, lo que podría traducirse en un aumento en la tendencia a glicarse 

de dicho residuo. 

Otro aspecto a destacar es que se ha observado que los oxoaldehídos, entre ellos el 

MGO, tienen la capacidad de reaccionar con el tiol de la HSA, si bien las constantes 

de velocidad para este tipo de reacciones no se han determinado [89, 91], lo que 

disminuiría la actividad antioxidante de la HSA. 
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2. Fundamentos metodológicos 

2.1. Generalidades 

Los estudios llevados a cabo en el desarrollo de esta tesis constan de dos 

componentes, una de modelado computacional, que comprende la mayor parte de 

los estudios realizados, y otra de experimentación empírica, que complementa y/o 

valida los resultados obtenidos a partir del modelado. En este capítulo se 

describirán los fundamentos de los métodos –tanto computacionales como 

experimentales– más importantes empleados para realizar los estudios llevados a 

cabo en este trabajo de Tesis. 

2.2. Métodos teórico-computacionales para el modelado de la estructura 

molecular 

La química teórica y computacional es la rama de la química que desarrolla y usa 

teorías, conceptos (e.g. enlace químico, reacción química, orbitales moleculares, 

superficie de energía potencial) y modelos físico-matemáticos (e.g. modelos 

continuos que representan el entorno molecular) para describir la estructura de los 

sistemas moleculares en conexión con el resto de sus propiedades. Dependiendo del 

problema químico a resolver, su contexto, y el grado de detalle necesario para la 

descripción de la organización de la materia (molecular, atómico, electrónico) se han 

desarrollado distintas teorías y modelos, junto con métodos para su aplicación e 

interpretación de los resultados, con distintos grados de aproximación, con mayor o 

menor sofisticación y exactitud. 

En forma aplicada, la química computacional permite el modelado y la simulación 

de sistemas moleculares, aplicando los modelos y métodos de la química teórica, 

valiéndose del uso de computadoras como laboratorio, para resolver los problemas 

químicos. Los resultados obtenidos aplicando la química teórica y computacional no 

sólo complementan aquellos provenientes de la actividad experimental, ayudando a 

explicarlos, sino que también permiten predecir fenómenos químicos complejos, 

aún no observados que llevan a diseñar nuevos experimentos empíricos para 

responder a nuevas preguntas que surgen de los modelos. En el Esquema 2.1 se 

muestran los principales métodos de modelado de estructura molecular al detalle 

atómico, incluyendo los usados para los cálculos realizados en este trabajo de tesis. 
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Esquema 2.1. Principales métodos para el modelado de estructura molecular al 
detalle atómico. MM: Mecánica molecular. QM: Mecánica cuántica. HF: Hartree-

Fock. DFT: Teoría del funcional de la densidad. CC: Coupled-cluster. CI: Interacción 
de configuraciones. MP: Møller-Plesset. 

En los siguientes apartados, se explicarán las bases de los métodos computacionales 

usados para los cálculos llevados a cabo en este trabajo de tesis. 

2.2.1. Métodos clásicos para modelar estructura molecular al detalle atómico 

Los métodos clásicos, también llamados de mecánica molecular (MM) [240] se 

basan en la mecánica clásica para modelar los sistemas moleculares. En el caso de la 

mecánica molecular atomística, los átomos de la molécula son representados por 

partículas esféricas con radio –usualmente el radio de van der Waals–, carga 

(derivadas de cálculos cuánticos, ver más adelante) y polarizabilidad asignados por 

Métodos de modelado de estructura 
molecular al detalle atómico

MM QM

Basados en la 
aproximación HF

ab initio

HF

ab initio

Post-HF

CC CI MPn

Semi 
empíricos
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tipo de átomo (átomo de un elemento químico determinado más información de su 

entorno químico) y los enlaces por resortes con distancias de equilibrio iguales a la 

longitud del enlace –determinada experimentalmente o calculada– en cuestión. La 

energía potencial, E, de la molécula puede describirse como: 

𝐸 = 𝐸cov + 𝐸nc (2.1) 

donde 𝐸cov y 𝐸nc representan en forma global a términos covalentes y no covalentes, 

respectivamente.  

Los términos covalentes se describen como una suma de términos de tensión o 

stretching de enlaces, 𝐸str, flexión o bending de ángulos de enlace, 𝐸bnd, y torsión de 

ángulos diedros o rotación de enlaces o grupos, 𝐸trs: 

𝐸cov = ∑ 𝐸str

𝑒𝑛𝑙𝑎𝑐𝑒𝑠

+ ∑ 𝐸bnd

𝑎́𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠

+ ∑ 𝐸trs

𝑑𝑖𝑒𝑑𝑟𝑜𝑠

 (2.2) 

Los términos de stretching y bending se pueden describir como potenciales 

armónicos o emplear formas más complejas que incorporan términos de mayor 

orden para considerar efectos anarmónicos; en todos los tratamientos clásicos 

usados en los estudios que forman parte de esta tesis se emplearon métodos que 

recurren a tratamientos armónicos de la energía potencial molecular del estilo de 

las expresiones que se detallan a continuación: 

𝐸str = 𝑘str(𝑥 − 𝑥0)2 (2.3) 

𝐸bnd = 𝑘bnd(𝜃 − 𝜃0)2 (2.4) 

donde 𝑘str y 𝑘bnd son respectivamente constantes de fuerza de stretching y bending, 

x y θ son respectivamente los valores de distancias y ángulos de enlace 

determinados por las posiciones de los pares/ternas de átomos involucrados en 

cada tipo de interacción entre átomos químicamente enlazados, y 𝑥0 y 𝜃0 son 

parámetros que corresponden respectivamente a los valores de equilibrio de esas 

distancias y ángulos de enlace.  

Los términos torsionales pueden ser descritos como una serie de Fourier: 
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𝐸trs = ∑
𝑉𝑛

2
[1 + cos(𝑛𝜔 − 𝛾)]

𝑛=1

 (2.5) 

donde n (la multiplicidad o número de mínimos de energía potencial en una rotación 

de 360°) y 𝑉𝑛 (altura de la barrera de rotación) son parámetros característicos de 

cada torsión, definida por cuatro átomos enlazados, ω es el ángulo diedro en 

cuestión, y γ es el desplazamiento de fase. Adicionalmente, para mantener la 

planaridad de ciertos grupos (es decir ω = 0 o 180°) se pueden incluir términos de 

bending fuera del plano, 𝐸oop, aplicando un portencial V: 

𝐸oop = 𝑉(1 − cos 2𝜔) (2.6) 

Los términos no covalentes describen en general interacciones repulsivas y de van 

der Waals, 𝐸𝑖𝑗
vdW  e interacciones electrostáticas, 𝐸𝑖𝑗

el: 

𝐸nc = ∑ ∑ 𝑓𝑖𝑗(𝐸𝑖𝑗
vdW + 𝐸𝑖𝑗

el)

𝑛

𝑖=𝑗+1

𝑛−1

𝑗

 (2.7) 

Los términos repulsivos y de van der Waals suelen describirse como potenciales de 

Lennard-Jones: 

𝐸𝑖𝑗
vdW = ϵ𝑖𝑗 [(

𝑅0𝑖𝑗

𝑅𝑖𝑗
)

12

− 2 (
𝑅0𝑖𝑗

𝑅𝑖𝑗
)

6

] (2.8) 

donde 𝑅𝑖𝑗 es la distancia entre cada par de átomos i y j, 𝑅0𝑖𝑗 es el valor de equilibrio 

para la misma y ϵ𝑖𝑗  es la profundidad del pozo de energía potencial. Los términos 

electrostáticos se describen como potenciales de Coulomb: 

𝐸𝑖𝑗
el =

𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋𝜖0𝑅𝑖𝑗
 (2.9) 

Donde adicionalmente, 𝑞𝑖 y 𝑞𝑗 son las cargas de cada par de átomos i y j, 

respectivamente y ϵ0 es la permitividad o constante dieléctrica en el vacío. 

Al conjunto de la forma funcional y los parámetros usados para calcular la energía 

potencial se lo denomina campo de fuerza, determinado por la expresión analítica 
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que vincula a la energía potencial E con las posiciones atómicas (R, 𝜃, 𝜔) o (x, y, z) a 

través de expresiones como las apenas introducidas u otras similares, los tipos de 

átomos considerados en el mismo y los valores de los parámetros introducidos,  

determinados a partir de datos empíricos o de cálculos de alto nivel de exactitud o 

de su combinación. Algunos campos de fuerza incluyen términos específicos para 

describir enlaces de hidrógeno dentro de las contribuciones no electrostáticas, en 

tanto otros los incluyen dentro de las contribuciones covalentes. 

Los métodos clásicos son mucho menos costosos en términos de recursos de cálculo 

que los métodos cuánticos de los que se hablará a continuación, y permiten modelar 

la estructura y energía relativa de sistemas con varios miles de átomos, como, por 

ejemplo, las proteínas y su entorno. Sin embargo, como los electrones son descritos 

implícitamente en ellos, los métodos clásicos no pueden ser utilizados, en general, 

para el modelado de reacciones químicas, ya que éstas involucran cambios en la 

estructura electrónica de los sistemas moleculares. Sin embargo, existen campos de 

fuerza tales como el ReaxFF [241] y o el EVB (del inglés Empirical Valence Bond) 

[242] cuyos parámetros se ajustan según la variación de una coordenada de 

reacción y permiten estudiar reacciones químicas. Para proteínas se han 

desarrollado varios campos de fuerza, entre ellos los campos de fuerza AMBER [243] 

y CHARMM [244]. Asimismo, existen campos de fuerza generalizados, como el 

campo de fuerza gaff [245], para moléculas compuestas por C, N, O, H, S, P, F, Cl, Br 

e I, y el campo de fuerza UFF [246], disponible para todos los elementos. Para los 

cálculos MM llevados a cabo en este trabajo de tesis se usó el campo de fuerza 

AMBER en su versión ff99SB [247], que incluye parámetros para los 20 residuos 

proteicos estándar en diferentes estados de protonación, complementado con el 

campo de fuerza gaff que incluye parámetros para grupos presentes en residuos no 

estándar (e.g. el grupo ácido sulfénico, −SOH) y moléculas pequeñas como el H2O2. 

2.2.2. Métodos cuánticos 

2.2.2.1. Generalidades: La ecuación de Schrödinger y su resolución 

Para modelar reactividad y reacciones químicas como las abordadas en este trabajo 

de tesis, es necesario describir el comportamiento de los electrones en las moléculas 

de forma explícita, por lo que es necesario recurrir a métodos basados en la 

mecánica cuántica (QM), centrándose en la ecuación de Schrödinger independiente 

del tiempo que tiene la siguiente expresión general para sistemas en estado 

estacionario: 
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𝐻̂Ψ = 𝐸Ψ (2.10) 

donde 𝐻̂ es el operador hamiltoniano (los acentos circunflejos denotan operadores) 

asociado a la energía total del sistema, E es la energía total del sistema y Ψ es la 

función de onda del sistema. 

El operador hamiltoniano para un sistema molecular puede separarse en 

operadores de energía cinética nuclear 𝑇̂n, energía cinética electrónica, 𝑇̂e, energía 

potencial de repulsión nuclear 𝑉̂nn, energía potencial de atracción entre núcleos y 

electrones, 𝑉̂ne, y energía potencial de repulsión electrónica 𝑉̂ee. 

𝐻̂ = 𝑇̂n + 𝑇̂e + 𝑉̂nn + 𝑉̂ne + 𝑉̂ee (2.11) 

La ecuación de Schrödinger para un sistema molecular en estado estacionario no 

puede ser resuelta analíticamente, ya que se trata de un problema de interacciones 

de muchos cuerpos, por lo que es necesario introducir aproximaciones para 

resolverla, como la aproximación de Born-Oppenheimer, que se tratará en el 

siguiente apartado. 

2.2.2.2. La aproximación de Born-Oppenheimer 

En principio, la función de onda molecular Ψ depende de las posiciones de los 

núcleos, R, y de las posiciones de los electrones, r, pero como los primeros tienen 

una masa mucho mayor que los segundos, se puede considerar que el movimiento 

de los núcleos se da en una escala temporal mucho más lenta que el movimiento de 

los electrones, por lo que Ψ puede separarse en una función de onda nuclear, 𝜓n, 

que depende solo de R y una función de onda electrónica, 𝜓e que depende de R y r: 

Ψ(𝐫, 𝐑) = 𝜓e(𝐫, 𝐑)𝜓n(𝐑) (2.12) 

entonces, la ecuación de Schrödinger puede separarse en una ecuación de 

Schrödinger nuclear, que solo depende explícitamente del movimiento de los 

núcleos (los electrones se acomodan instantáneamente al movimiento nuclear, 

contribuyendo a la energía potencial nuclear) y pasa a tener solución exacta: 

𝐻̂𝜓n(𝐑) = 𝐸𝜓n(𝐑) (2.13) 
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y en una ecuación de Shcrödinger electrónica, que no depende del movimiento 

nuclear más que en forma paramétrica (se resuelve a posiciones nucleares 

congeladas, convirtiendo a 𝑉̂nn en una constante, 𝑉nn) y a la energía electrónica en 

una función de R (lo que permite definir el concepto de superficie de energía 

potencial molecular): 

𝐻̂e𝜓e(𝐑, 𝐫) = 𝐸e(𝐑)𝜓e(𝐑, 𝐫) (2.14) 

𝐻̂e = 𝑇̂e + 𝑉̂ne + 𝑉̂ee + 𝑉nn (2.15) 

Esta aproximación se conoce como aproximación de Born-Oppenheimer [248] y 

resuelve el problema del acoplamiento entre el movimiento de los núcleos y el 

movimiento de los electrones. Resta aún resolver la ecuación de Schrödinger 

electrónica, que no tiene solución exacta debido al problema del acoplamiento del 

movimiento de los electrones. Para abordar este problema se puede recurrir a 

aproximaciones adicionales como la aproximación de Hartree-Fock (HF), o recurrir 

a teorías no basadas en HF como la teoría del funcional de la densidad (DFT, del 

inglés density functional theory). Las bases de estas metodologías se tratarán en los 

siguientes tres apartados. 

2.2.2.3. Teoría de Hartree-Fock, método del campo autoconsistente y error de 

correlación electrónica 

La ecuación de Schrödinger electrónica sigue sin tener solución exacta, por lo que 

debe introducirse otra aproximación para resolverla. Una posibilidad es aplicar la 

aproximación de Hartree-Fock (HF) [249], en la cual se considera que cada electrón 

se mueve en un campo eléctrico promedio generado por los núcleos en una 

configuración nuclear R y por los demás electrones en posiciones representativas, 

lo que lleva a simplificar 𝐻̂e sustituyendo el operador de repulsión electrónica 

instantánea 𝑉̂ee por un término de repulsión electrónica promedio de HF, que es una 

suma de términos monoelectrónicos y permite escribir 𝐻̂e como una suma de n 

hamiltonianos monoelectrónicos, donde n es el número de electrones del sistema, y 

separar la ecuación de Schrödinger electrónica en ecuaciones de Schrödinger 

monoelectrónicas, cuya solución da energías orbitales, 𝜀𝑖 , y funciones de onda 

monoelectrónicas 𝜙𝑖(𝐫𝑖), denominadas orbitales moleculares (nota: por simplicidad 

se omite la dependencia paramétrica con R). 
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Entonces, la función de onda polielectrónica de HF, ΨHF, puede escribirse a partir de 

funciones de onda monoelectrónicas 𝑠𝑖𝜙𝑖(𝐫𝑖) (spin-orbitales moleculares), que son 

el producto de una función de spin 𝑠𝑖 (que para un electrón pueden representar dos 

estados, α o β, los cuales asociados a valores del número cuántico de spin azimutal 

de +½ y −½, respectivamente) por una función de onda espacial 𝜙𝑖 (llamadas 

orbitales moleculares). Para que se cumpla el principio de exclusión de Pauli, la 

función de onda polielectrónica puede escribirse como un determinante de Slater, 

que es una combinación lineal antisimétrica y normalizada de productos de 

spin-orbitales moleculares: 

ΨHF =
1

√𝑛!
|

𝑠1𝜙1(𝐫1) 𝑠2𝜙2(𝐫1) ⋯ 𝑠𝑛𝜙𝑛(𝐫1)
𝑠1𝜙1(𝐫2) 𝑠2𝜙2(𝐫2) ⋯ 𝑠𝑛𝜙𝑛(𝐫2)

⋯ ⋯ ⋯ ⋯
𝑠1𝜙1(𝐫𝑛) 𝑠1𝜙2(𝐫𝑛) ⋯ 𝑠𝑛𝜙𝑛(𝐫𝑛)

| = 𝐴̂ ∏ 𝑠𝑖𝜙𝑖(𝐫𝑖)

𝑛

𝑖=1

 (2.16) 

donde 𝐴̂ es el operador de antisimetría para un sistema de n electrones. 

La energía electrónica total (o energía HF) puede calcularse a partir de un conjunto 

de n ecuaciones de Schrödinger monoelectrónicas o ecuaciones de Hartree-Fock: 

𝐹̂𝑖𝜙𝑖(𝐫𝑖) = 𝜀𝑖𝜙𝑖(𝐫𝑖) (2.17) 

siendo 𝐹̂𝑖 los operadores de Fock: 

𝐹̂𝑖 = ℎ̂𝑖 + ∑(𝐽𝑖𝑗 − 𝐾̂𝑖𝑗)

𝑛

𝑗

 (2.18) 

donde ℎ̂𝑖 es el hamiltoniano del electrón i en ausencia de los otros electrones 

(energía cinética del electrón más energía potencial de atracción de m núcleos del 

sistema molecular con carga +𝑍𝜇): 

ℎ̂𝑖 = −
1

2
∇𝑖

2 − ∑
𝑍𝜇

𝑟𝜇𝑖

𝑚

𝜇=1

 

∇𝑖
2 =

𝜕2

𝜕𝑥𝑖
2 +

𝜕2

𝜕𝑦𝑖
2 +

𝜕2

𝜕𝑧𝑖
2 

(2.19) 
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𝐽𝑖𝑗  es el operador de Coulomb para la interacción entre los electrones i y j: 

𝐽𝑖𝑗𝜙𝑖(𝐫1) =  ⟨𝜙𝑗(𝐫2)|
1

𝑟12
|𝜙𝑗(𝐫2)⟩ 𝜙𝑖(𝐫1) (2.20) 

𝐾̂𝑖𝑗 es el operador de intercambio –que resulta de intercambiar posiciones entre los 

electrones i y j–: 

𝐾̂𝑖𝑗𝜙𝑖(𝐫1) =  ⟨𝜙𝑗(𝐫2)|
1

𝑟12
|𝜙𝑖(𝐫2)⟩ 𝜙𝑗(𝐫1) (2.21) 

entonces, la energía orbital, 𝜀𝑖 , se calcula como: 

𝜀𝑖 = ∑ ℎ𝑖

𝑛

𝑖=1

+ ∑(𝐽𝑖𝑗 − 𝐾𝑖𝑗)

𝑛

𝑗=1

 (2.22) 

donde ℎ𝑖 representa las integrales monoelectrónicas que reúnen la energía cinética 

del electrón y la energía potencial de atracción nuclear para cada electrón i con los 

m núcleos en la configuración nuclear R: 

ℎ𝑖 = ⟨𝜙𝑖|ℎ̂𝑖|𝜙𝑖⟩ (2.23) 

𝐽𝑖𝑗  representa las integrales bielectrónicas de Coulomb: 

𝐽𝑖𝑗 = ⟨𝜙𝑖(𝐫1)𝜙𝑗(𝐫1)|
1

𝑟12
|𝜙𝑖(𝐫1)𝜙𝑗(𝐫1)⟩ (2.24) 

y 𝐾𝑖𝑗 representa las integrales bielectrónicas de intercambio: 

𝐾𝑖𝑗 = ⟨𝜙𝑖(𝐫1)𝜙𝑗(𝐫2)|
1

𝑟12
|𝜙𝑖(𝐫2)𝜙𝑗(𝐫1)⟩ (2.25) 

entonces, la energía HF se calcula como: 

𝐸HF = ⟨ΨHF|𝐻̂|ΨHF⟩ = ∑ 𝜀𝑖

𝑛

𝑖=1

−
1

2
∑ ∑(𝐽𝑖𝑗 − 𝐾𝑖𝑗)

𝑛

𝑗=1

𝑛

𝑖=1

+ 𝑉𝑛𝑛 (2.26) 
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En el método HF, que emplea el principio variacional (el cual sostiene que cualquier 

función de onda aproximada usada para describir un estado del sistema tendrá una 

energía mayor o igual que la energía de la función de onda exacta) se parte de una 

función de onda aproximada, Ψ(0), denominada initial guess: 

Ψ(0) = 𝐴̂ ∏ 𝑠𝑖𝜙𝑖
(0)

𝑛

𝑖=1

 (2.27) 

donde 𝜙𝑖
(0)

 son las funciones de onda monoelectrónicas (orbitales moleculares) de 

partida. Entonces se resuelven las ecuaciones HF, obteniendo versiones mejoradas 

de los orbitales moleculares de partida en forma iterativa, 𝜙𝑖
(1)

, y se obtiene una 

función de onda polielectrónica mejorada, Ψ(1). El proceso se repite k ciclos hasta 

que se obtiene una función de onda Ψ(𝑘) que describe un estado cuya energía difiere 

en menos de un umbral preestablecido (límite de convergencia) respecto al valore 

de energía asociado a la función Ψ(𝑘−1). Esto se conoce como método del campo 

autoconsistente (SCF) [248]. 

Uno de los principales defectos del método de HF es que no tiene en cuenta las 

interacciones instantáneas entre los electrones (aunque sí lo hace de forma 

promediada), fenómeno denominado correlación electrónica y genera que todas las 

estimaciones obtenidas usando HF estén por encima del valor exacto de la energía 

del sistema, por lo que para corregir este error, es decir, recuperar la energía de 

correlación electrónica, se han desarrollado varios métodos, algunos basados en HF, 

conocidos como métodos post-HF, como por ejemplo los de interacción de 

configuraciones, los basados en la teoría coupled-cluster, y los basados en la teoría 

perturbacional de muchos cuerpos, y en particular dentro de ella, los métodos de 

Møller-Plesset (MP) [250]. Estos métodos recuperan parcial o totalmente la energía 

de correlación electrónica, con distinto costo computacional asociado. Al conjunto 

del método HF y los métodos post-HF se los denomina métodos ab initio. Otra clase 

de métodos que tienen en cuenta parcialmente la correlación electrónica son los 

basados en DFT [251], teoría que no se basa en HF para resolver la ecuación de 

Schrödinger electrónica de un sistema molecular. De estos métodos se hablará más 

adelante dado que se han usado en el trabajo desarrollado en esta tesis. 

Adicionalmente más aproximaciones pueden realizarse a partir de la base teórica 

del método HF o SCF, dando lugar a distintos tipos de métodos semiempíricos [248], 
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que incluyen parámetros y de los que no se tratará aquí en mayor profundidad por 

no haber sido empleados en los estudios abordados aquí. 

2.2.2.4. La aproximación LCAO y conjuntos de base 

Los orbitales moleculares, 𝜙𝑖, pueden construirse como combinaciones lineales de 

orbitales atómicos (LCAO, del inglés linear combination of atomic orbitals), 𝜒𝑗  [249]: 

𝜙𝑖 = ∑ 𝑐𝑗𝜒𝑗

𝑗

 (2.28) 

donde 𝑐𝑗 son coeficientes de peso de los orbitales atómicos. Al conjunto de funciones 

matemáticas (también conocidas como funciones de base) usadas para construir los 

orbitales atómicos 𝜒𝑗  se le denomina conjunto de base [249]. El conjunto de base 

define la calidad de los cálculos basados en HF, y a mayor cantidad de funciones de 

base (i.e. tamaño del conjunto de base) usadas, el valor de energía calculado será 

más cercano al valor de energía límite de HF (que vendría a ser el valor de energía 

que se obtendría usando un conjunto de base infinito), y menor el error de 

truncamiento del conjunto de base (error introducido al usar un conjunto de base 

finito). Otra variable a tener en cuenta es el tipo de funciones de base utilizado. 

La parte radial R(r) de estos orbitales atómicos pueden ser representada por 

orbitales tipo Slater (STOs, del inglés Slater-type orbitals) [252], que son funciones 

matemáticas centradas en átomos que constituyen una buena aproximación a las 

funciones de onda atómicas exactas, cuya parte radial, R(r) decae en forma 

exponencial con la distancia del electrón al núcleo, r: 

𝑅(𝑟) ∝ 𝑒−𝜁𝑟 (2.29) 

donde ζ es una constante. Sin embargo, resolver algunas integrales bielectrónicas 

sobre cuatro centros empleando STOs se vuelve muy complicado y costoso en 

términos de recursos de cálculo. Una solución alternativa consiste en usar orbitales 

tipo Gauss (GTO, del inglés Gauss-type orbitals) [253], cuya parte radial decae en 

forma exponencial con el cuadrado de la distancia del electrón al núcleo: 

𝑅(𝑟) ∝ 𝑒−𝜁𝑟2
 (2.30) 
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Los GTOs permiten evaluar rápidamente las integrales bielectrónicas sobre 

funciones centradas sobre diferentes átomos, debido a que el producto de dos GTOs 

centrados en átomos diferentes es otro GTO centrado en un punto intermedio. Sin 

embargo, los GTOs no describen bien el comportamiento del electrón cuando está 

muy cerca del núcleo, ya que se pierde la característica del orbital atómico físico (i.e. 

la función de onda del movimiento del electrón en un átomo hidrogenoide) de tener 

derivada primera en el origen que tiende a infinito (los GTOs tienen derivada cero 

en el origen), o cuando está muy lejos, donde la función tipo Gauss decae mucho más 

rápidamente respecto a una función exponencial. Una solución es usar 

combinaciones lineales de GTOs –gaussianas primitivas– para aproximar un STO, 

dando lugar a una función gaussiana contraída (cGTO). Una solución es usar 

combinaciones lineales de GTOs para aproximar mejor cada STO a lo largo de un 

intervalo extenso de distancias al núcleo, usando GTOs con distintos exponentes ζ 

que permitan cubrir adecuadamente el comportamiento del electrón en el orbital 

atómico físico, dando lugar a un orbital contraído tipo Gauss (cGTO, del inglés 

contracted Gauss-type orbital). 

Dentro de los conjuntos de base tipo cGTO, se distinguen varias categorías: a) 

conjuntos de base mínimos, en los que cada orbital atómico es descrito por un cGTO 

[254]; b) conjuntos de base extendidos (e.g. doble zeta, triple zeta) que los orbitales 

son descritos por más de un cGTO con distintos exponentes; y c) conjuntos de base 

split-valence, en los que se usa un solo cGTO para los orbitales internos y más de uno 

para los orbitales de valencia [255]. Asimismo, para mejorar la descripción de los 

orbitales atómicos, pueden agregarse funciones de polarización, es decir funciones 

de onda con número cuántico de momento angular mayor que el del orbital atómico 

en el estado fundamental del átomo cuya deformación en la molécula se busca 

describir mejor. En el caso de especies con electrones que están muy alejados del 

núcleo, como por ejemplo aniones o estados excitados, suele agregarse funciones 

difusas, que son GTOs con parte angular esférica cuyo exponente ζ es muy pequeño, 

para describir mejor la distribución y el movimiento de esos electrones. Los cálculos 

cuánticos realizados en este trabajo de tesis emplearon conjuntos de base 

split-valence de Pople 6-31+G(d) [255] y 6-311++G(3df,p) [256]. 

2.2.2.5. Teoría perturbacional de Møller-Plesset  

En la teoría perturbacional de muchos cuerpos [257], al hamiltoniano de HF, 𝐻̂0, se 

le agrega una perturbación externa pequeña, 𝑉̂, que se dirige a reintroducir parte de 
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los efectos de correlación electrónica que son dejados de lado en HF, ponderada por 

un parámetro, λ. Entonces la ecuación de Schrödinger queda como: 

(𝐻̂0 + 𝜆𝑉̂)Ψ = 𝐸Ψ  (2.31) 

Si la perturbación es fiable, la función de onda y la energía perturbadas en la 

ecuación de Schrödinger puede reescribirse en series de potencias de 𝜆: 

(𝐻̂0 + 𝜆𝑉̂) (∑ 𝜆𝑖Ψ(𝑖)

𝑛

𝑖=0

) =  (∑ 𝜆𝑖𝐸(𝑖)

𝑛

𝑖=0

) (∑ 𝜆𝑖Ψ(𝑖)

𝑛

𝑖=0

) (2.32) 

Después de reorganizar términos, los términos de acuerdo a la potencia que aparece 

elevado el parámetro λ se obtienen las siguientes expresiones: 

𝜆0 ∶ 𝐻̂0Ψ(0) = 𝐸(0)Ψ(0) 

𝜆1 ∶ 𝐻̂0Ψ(1) + 𝑉̂Ψ(0) = 𝐸(0)Ψ(1) + 𝐸(1)Ψ(0) 

𝜆2: 𝐻̂0Ψ(2) + 𝑉̂Ψ(1) = 𝐸(0)Ψ(2) + 𝐸(1)Ψ(1) + 𝐸(2)Ψ(0) 

𝜆𝑛 ∶ 𝐻̂0Ψ(𝑛) + 𝑉̂Ψ(𝑛−1) = ∑ 𝐸(𝑖)Ψ(𝑛−𝑖)

𝑛

𝑖=0

 

(2.33) 

Un caso particular de la teoría perturbacional es la teoría de Moller-Plesset (MP) 

[250] se define 𝐻̂0 como la suma de los operadores de Fock, 𝐹̂𝑖: 

𝐻̂0 = ∑ 𝐹̂𝑖

𝑛

𝑖=1

 (2.34) 

y la perturbación 𝑉̂ como 𝑉̂𝑒𝑒 menos dos veces su valor esperado, 〈𝑉̂𝑒𝑒〉: 

𝑉̂ = 𝑉̂ee − 2〈𝑉̂ee〉 = 𝑉̂ee − ∑ ∑(𝐽𝑖𝑗 − 𝐾𝑖𝑗)

𝑛

𝑗=1

𝑛

𝑖=1

 (2.35) 

entonces, multiplicando las ecuaciones por Ψ(0) e integrando en el espacio: 
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𝐸(0) = 〈Ψ(0)|𝐻̂0|Ψ(0)〉 = ∑ 𝜀𝑖

𝑛

𝑖=1

 

𝐸(1) = 〈Ψ(0)|𝑉̂|Ψ(0)〉 = −
1

2
∑ ∑(𝐽𝑖𝑗 − 𝐾𝑖𝑗)

𝑛

𝑗=1

𝑛

𝑖=1

 

(2.36) 

por lo que: 

𝐸HF = 𝐸(0) + 𝐸(1) (2.37) 

y la energía de correlación de orden n queda como la suma de las energías de 

órdenes iguales o mayores a 2: 

𝐸𝑐𝑜𝑟𝑟 = ∑ 𝐸(𝑖)

𝑛

𝑖=2

 (2.38) 

El primer término de esta serie proporciona la energía MP2, el segundo la energía 

MP3 y así sucesivamente. La energía MP2 sería: 

𝐸(2) = 〈Ψ(0)|𝑉̂|Ψ(1)〉 (2.39) 

Ψ(1) se puede construir como una combinación lineal de funciones propias de 𝐻̂0: 

Ψ(1) = ∑ 𝑐𝑖Ψ𝑖
(0)

𝑖>0

 (2.40) 

entonces: 

𝐸(2) = ∑ 𝑐𝑖〈Ψ(0)|𝑉̂|Ψ𝑖
(0)〉

𝑖>0

= ∑
〈Ψ(0)|𝑉̂|Ψ𝑖

(0)〉〈Ψ𝑖
(0)

|𝑉̂|Ψ(0)〉

𝐸0 − 𝐸𝑖
𝑖>0

 (2.41) 

 

La energía se puede escribir basándose en determinantes de Slater doblemente 

excitados (debido al teorema de Brillouin [258]), Ψ𝑖𝑗
𝑎𝑏, con energías 𝐸𝑖𝑗

𝑎𝑏: 
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𝐸(2) = ∑ ∑
〈Ψ(0)|𝑉̂|Ψ𝑖𝑗

𝑎𝑏〉〈Ψ𝑖𝑗
𝑎𝑏|𝑉̂|Ψ(0)〉

𝐸0 − 𝐸𝑖𝑗
𝑎𝑏

𝑣𝑖𝑟

𝑎<𝑏

𝑜𝑐𝑐

𝑖<𝑗

 (2.42) 

La energía puede expresarse en base a orbitales moleculares y sus energías, por lo 

que la energía MP2 queda: 

𝐸(2) = ∑ ∑
(⟨𝜙𝑖𝜙𝑗|𝜙𝑎𝜙𝑏⟩ − ⟨𝜙𝑖𝜙𝑎|𝜙𝑗𝜙𝑏⟩)

2

𝜀𝑖 + 𝜀𝑗 − 𝜀𝑎 − 𝜀𝑏

𝑣𝑖𝑟

𝑎<𝑏

𝑜𝑐𝑐

𝑖<𝑗

 (2.43) 

La corrección MP2 recupera entre el 80 y el 90 % de la energía de correlación 

electrónica dinámica [251], y es el método post-HF menos costoso, si bien presenta 

la característica desfavorable de no ser variacional y que la convergencia de la 

energía es lenta a lo largo de la serie de perturbaciones. Si bien los métodos DFT que 

se introducen en el siguiente apartado son en general una opción más eficiente para 

el cálculo de estructuras y propiedades en sistemas moleculares de grandes 

dimensiones, el método MP2 sigue siendo una alternativa muy útil para describir 

correctamente problemas donde las fuerzas de dispersión tienen un papel 

importante en las interacciones que no se logra describir adecuadamente a otros 

niveles de cálculo. En parte de los estudios de llevados a cabo en esta tesis se emplea 

para obtener una mejor descripción energética que la obtenida usando métodos 

basados en DFT. 

2.2.2.6. Teoría del funcional de la densidad 

A diferencia de la teoría de Hartree-Fock que se basa resolver la Ecuación de 

Schrödinger realizando aproximaciones en el hamiltoniano molecular para lograr 

obtener  la función de onda  (que carece de significado físico directo), la teoría del 

funcional de la densidad (DFT, del inglés density functional theory) [249] se basa en 

resolver la Ecuación de Schrödinger en forma exacta, trabajando con la densidad 

electrónica, ρ, que es una medida de la probabilidad de encontrar electrones en un 

punto del espacio. A diferencia de la función de onda, que no tiene significado físico 

directo, la densidad electrónica es un observable físico. 

El primer teorema de Hohenberg y Kohn [259] sostiene que todas las propiedades de 

una molécula en su estado electrónico basal son determinadas por densidad 
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electrónica del estado basal, 𝜌0(𝐫), que es función de las coordenadas espaciales, r. 

Esto significa que la energía, 𝐸0, es un funcional de la densidad electrónica: 

𝐸0 = 𝐹[𝜌0(𝐫)] = 𝐸0[𝜌0(𝐫)] (2.44) 

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn [259] sostiene que, análogamente al 

principio variacional, cualquier densidad electrónica aproximada, ρ, dará lugar a 

una energía, E, mayor o igual que la energía del estado basal: 

𝐸[𝜌] ≥ 𝐸0[𝜌0] (2.45) 

La densidad electrónica aproximada debe satisfacer las siguientes condiciones: 

𝜌(𝐫) ≥ 0 

∫ 𝜌(𝐫)d𝐫 = 𝑛 
(2.46) 

siendo n el número de electrones del sistema molecular.  

El problema que presenta la teoría DFT es que no se conoce el funcional de la 

densidad exacto que relaciona la energía con la densidad electrónica. Entonces se 

introduce el modelo de Kohn-Sham (KS) [260]. En primer lugar, se separa la energía 

en una parte que se puede calcular sin usar DFT, y en otra que requiere el funcional 

“desconocido”. La energía puede describirse como: 

𝐸0[𝜌0] = 𝑇e[𝜌0] + 𝑉ne[𝜌0] + 𝑉ee[𝜌0] (2.47) 

donde 𝑇e es la energía cinética de los electrones, 𝑉ne es el potencial de atracción entre 

núcleos y electrones y 𝑉ee es el potencial de repulsión entre electrones. Aplicando la 

aproximación de Born-Oppenheimer (ver Apartado 2.2.2.2), el término 𝑉ne puede 

describirse como un potencial electrostático clásico: 

𝑉ne[𝜌0] = ∫ 𝜌0(𝐫)𝜈(𝐫)d𝐫 (2.48) 

Para usar los otros dos términos, se introduce como referencia un sistema ficticio de 

electrones que no interactúan, que da lugar a la misma densidad electrónica que el 

sistema real. Entonces se definen los términos delta, ∆𝑇e y ∆𝑉ee. ∆𝑇e se define como 
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la desviación de la energía cinética del sistema real con respecto a la energía cinética 

del sistema de referencia, 𝑇e[𝜌0]𝑟: 

∆𝑇e[𝜌0] = 𝑇e[𝜌0] − 𝑇e[𝜌0]𝑟 (2.49) 

∆𝑉𝑒𝑒 se define como la desviación del potencial de repulsión electrónica del sistema 

real con respecto a un potencial clásico de repulsión de una nube cargada, 𝐽[𝜌0]: 

∆𝑉ee[𝜌0] = 𝑉ee[𝜌0] − 𝐽[𝜌0] 

𝐽[𝜌0] =
1

2
∬

𝜌0(𝐫1)𝜌0(𝐫2)

𝑟12
d𝐫1d𝐫2 

(2.50) 

La energía cinética de los electrones del sistema de referencia puede describirse 

como el valor esperado de la suma de los operadores de energía cinética 

monoelectrónicos ∇𝑖
2 respecto a la función de onda polielectrónica del sistema 

referencia, ψ𝑟: 

𝑇e[𝜌0]𝑟 = −
1

2
∑⟨ψ𝑟|∇𝑖

2|ψ𝑟⟩

2𝑛

𝑖=1

 (2.51) 

 

La función ψ𝑟 se construye como un determinante de Slater (ver Ecuación 2.16) de 

funciones de onda auxiliares, denominadas orbitales de KS, 𝜙𝑖
KS. 

Los dos términos delta pueden combinarse, dando lugar a la energía de 

correlación-intercambio (XC, del inglés exchange-correlation), 𝐸XC, que es un 

funcional de la densidad electrónica: 

𝐸XC[𝜌0] = ∆𝑇e[𝜌0] + ∆𝑉ee[𝜌0] (2.52) 

Entonces, la energía del sistema puede describirse como: 

𝐸0[𝜌0] = 𝑉ne[𝜌0] + 𝐽[𝜌0] + 𝑇e[𝜌0]𝑟 + 𝐸XC[𝜌0] (2.53) 

Siendo 𝐸XC el único término que se desconoce. 
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Análogamente a las ecuaciones de Hartree-Fock, para buscar los orbitales que 

minimicen la energía, se puede recurrir a las ecuaciones de KS siendo 𝜀𝑖 las energías 

de los orbitales de KS, 𝜙𝑖
KS: 

ℎ̂𝑖
KS𝜙𝑖

KS = 𝜀𝑖𝜙𝑖
KS 

ℎ̂𝑖
KS = −

1

2
∇𝑖

2 − ∑
𝑍𝑘

|𝐫𝑖 − 𝐫𝑘|

𝑚

𝑘=1

+ ∫
𝜌(𝐫′)

|𝐫𝑖 − 𝐫′|
𝑑𝐫′ + 𝑣XC 

∇𝑖
2 =

𝜕2

𝜕𝑥𝑖
2 +

𝜕2

𝜕𝑦𝑖
2 +

𝜕2

𝜕𝑧𝑖
2 

(2.54) 

𝑣XC es el potencial de correlación-intercambio, que se calcula como derivada del 

funcional de 𝐸XC respecto a la densidad electrónica: 

𝑣XC =
δ𝐸XC

δ𝜌
 (2.55) 

Dado que las ecuaciones de KS dependen de 𝐸XC, y que 𝐸XC se desconoce, para 

resolverlas resulta necesario introducir aproximaciones. 𝐸XC puede descomponerse 

en dos funcionales, uno de intercambio, 𝐸X, y otro de correlación, 𝐸C: 

𝐸XC[𝜌] = 𝐸X[𝜌] + 𝐸C[𝜌] (2.56) 

La más sencilla de las aproximaciones al funcional exacto de correlación e 

intercambio es la aproximación de densidad local (LDA, del inglés local-density 

approximation) [261] y su variante aproximación de densidad de spin local (LSDA, 

del inglés local-spin-density approximation) [262]. En ellas se considera que, en cada 

punto del espacio molecular, la densidad de energía –energía por electrón– tiene el 

mismo valor que para un gas electrónico homogéneo con la misma densidad 

electrónica. El funcional de intercambio LDA, 𝐸X
LDA, tiene la forma: 

𝐸X
LDA[𝜌] = −

3

4
(

3

𝜋
)

1
3⁄

∫ 𝜌(𝐫)
4

3⁄ d𝐫 (2.57) 

y el funcional de intercambio LSDA (𝐸X
LSDA, que introduce la polarización de spin): 
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𝐸X
LSDA[𝜌α, 𝜌β] = −

3

4
(

6

𝜋
)

1
3⁄

∫ (𝜌α(𝐫)
4

3⁄ + 𝜌β(𝐫)
4

3⁄ ) 𝑑𝐫 (2.58) 

donde 𝜌𝛼 y 𝜌𝛽 representan densidades electrónicas de spin α y β, respectivamente. 

En un sistema de capa cerrada, LSDA y LDA son equivalentes. Se han desarrollado 

varios funcionales LSDA de correlación, siendo uno de ellos el funcional de Vosko-

Wilk-Nusair (VWN), 𝐸C
VWN, cuya expresión matemática resulta muy complicada 

[263]. La aproximación LSDA introduce un error en la energía de intercambio mayor 

que la energía de correlación, por lo que no suele usarse para sistemas moleculares. 

Entonces resulta necesario introducir una aproximación mejorada, la aproximación 

de gradiente generalizado (GGA, del inglés generalized gradient approximation), en 

la que además de depender de la densidad electrónica, los funcionales de correlación 

e intercambio tienen en cuenta su gradiente, ∇𝜌(𝐫), es decir, la derivada primera de 

la densidad respecto a su posición. Ejemplos son el funcional de intercambio de 

Becke (B), 𝐸X
B [264]: 

𝐸X
B = 𝐸X

LSDA + ∆𝐸X
B 

∆𝐸X
B[𝜌] = − 𝛾 ∫

𝜌(𝐫)
4

3⁄ 𝑥2

1 + 6𝛾 sinh−1 𝑥
𝑑𝐫 

𝑥 =
|∇𝜌(𝐫)|

𝜌(𝐫)
4

3⁄
 

(2.59) 

donde γ es un parámetro, y entre los funcionales de correlación por ejemplo el de 

Lee-Yang-Parr (LYP), 𝐸C
LYP, cuya expresión matemática resulta muy complicada 

[265], y el de Perdew-Wang de 1991 (PW91) [266]. Si bien se mejora la energía de 

intercambio en dos órdenes de magnitud con respecto a la aproximación LSDA, la 

teoría HF describe la componente de intercambio en forma exacta, por lo que una 

opción sería usar el intercambio de HF, pero esto sería correcto sólo si los orbitales 

KS fueran idénticos a los orbitales HF. Otra opción sería usar parte del intercambio 

de HF, 𝐸X
HF, para describir mejor la energía de intercambio (usando funcionales de 

intercambio denominados híbridos,  siendo un ejemplo muy exitoso el funcional B3 

de Becke [267]) y otra parte usando un funcional GGA como por ejemplo el funcional 

B3LYP [268]: 
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𝐸XC
B3LYP = (1 − 𝑎)𝐸X

LSDA + 𝑎𝐸X
HF + 𝑏Δ𝐸X

B + (1 − 𝑐)𝐸C
VWN + 𝑐𝐸C

LYP (2.60) 

donde a, b y c son parámetros de ajuste a datos termodinámicos, determinados 

empleando el funcional PW91 para la parte de correlación (B3PW91). La inclusión 

del intercambio exacto de HF suele mejorar los resultados, aunque esto depende de 

la propiedad a modelar. Este tipo de funcionales híbridos, en particular B3LYP, han 

sido utilizados en los estudios llevados a cabo en este trabajo de tesis (Capítulos 5, 

7 y 8) dado que son adecuados para la búsqueda de estructuras y cálculos de modos 

normales de vibración. Una de las deficiencias conocidas es su incapacidad para 

describir adecuadamente la dispersión en interacciones no covalentes y que 

subestiman energías de activación de procesos químicos reactivos, aspecto que se 

complementó con cálculos a nivel MP2. 

Finalmente, existen otros tipos de funcionales, como los meta-GGA, ampliación de 

los funcionales GGA [258], que además de incluir la derivada primera de la densidad 

electrónica respecto a la posición, incluyen la derivada segunda, y los funcionales 

doble-híbridos [269], que incluyen parte de la energía de correlación de MP2. 

2.2.2.7. Análisis de la densidad electrónica, orbitales moleculares y orbitales de KS 

A partir del análisis de la función de onda y/o de la densidad electrónica 𝜌 se pueden 

obtener descriptores de diversas propiedades moleculares, globales y locales como 

cargas atómicas, índices de enlace (densidad electrónica entre un par de átomos que 

forman enlaces covalentes o enlaces de hidrógeno), descriptores de reactividad 

global (e.g. dureza y blandura químicas), descriptores de nucleofilia y electrofilia 

(global y local), los cuales son de gran utilidad para una caracterización detallada 

hasta el nivel electrónico de una especie química y las interacciones con su entorno 

las que pueden modular propiedades como su acidez, reactividad general o 

específica, e incluso pueden ser útiles para seguir la evolución a lo largo del tiempo 

o de una coordenada de reacción específica a su transformación química. Este tipo 

de estudios han sido incluidos en esta tesis en los Capítulos 5, 7 y 8.  

La densidad electrónica puede calculares a partir de orbitales moleculares, los 

cuales pueden construirse a partir de orbitales atómicos: 
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𝜌 = ∑ 𝑛𝑖|𝜙𝑖|2

𝑛

𝑖=1

 

|𝜙𝑖|2 = ∑ 𝑐𝑖𝛼𝑐𝑖𝛽𝜒𝛼𝜒𝛽

𝛼,𝛽

 

(2.61) 

Reordenando queda: 

𝜌 = ∑ ∑ 𝑛𝑖𝑐𝑖𝛼𝑐𝑖𝛽𝜒𝛼𝜒𝛽

𝑛

𝑖=1𝛼,𝛽

 (2.62) 

Resulta conveniente definir las matrices de densidad, D, y de solapamiento, S: 

𝐒 = [𝑆𝛼𝛽] ;  𝑆𝛼𝛽 = 𝜒𝛼𝜒𝛽  

𝐃 = [𝐷𝛼𝛽] ;  𝐷𝛼𝛽 = ∑ 𝑛𝑖𝑐𝑖𝛼𝑐𝑖𝛽

𝑛

𝑖=1

 
(2.63) 

Para obtener cargas atómicas hace falta realizar lo que se conoce como análisis 

poblacional, en el que se calcula la cantidad de electrones que corresponde a cada 

átomo integrando la densidad electrónica en el volumen que se asigna a cada átomo 

según ciertos criterios arbitrarios para definir los límites del espacio atómico dentro 

de la molécula y la forma de distribuir electrones compartidos en enlaces entre dos 

o más átomos. Las cargas atómicas surgen de la diferencia entre la carga nuclear del 

átomo y la cantidad de electrones asignados al mismo.  

En el esquema más sencillo, el esquema de Mulliken, la densidad electrónica sobre 

el átomo A, 𝜌𝐴, se calcula como: 

𝜌𝐴 = ∑ ∑ 𝐷𝛼𝛽

𝛽

𝑆𝛼𝛽

𝛼∈𝐴

 (2.64) 

y la carga atómica de Mulliken se calcula como: 

𝑞𝐴 = 𝑍𝐴 − ∫ 𝜌𝐴(𝐫)𝑑𝐫 (2.65) 



50 
 

Las cargas de Mulliken sufren el problema de que son sensibles a variaciones en el 

nivel de cálculo y en el conjunto de base. Un esquema más complicado, pero que da 

mejores resultados en términos cuantitativos, deriva del análisis de naturales de 

enlace (NBO del inglés natural bonding orbital) desarrollado por Weinhold [270]. Se 

trata de un procedimiento de varios pasos, que a grandes rasgos consiste en: (1) los 

orbitales asociados a prácticamente un solo átomo se localizan como orbitales 

atómicos naturales (NAOs, del inglés natural atomic orbitals); (2) los orbitales 

enlazantes/antienlazantes entre pares de átomos se localizan como NBOs usando 

AOs de dichos átomos; (3) el resto de los orbitales (orbitales de Rydberg) son 

identificados; (4) todos los orbitales son ortogonalizados. El resultado del 

procedimiento es que los NAOs y los orbitales de Rydberg se describen usando 

orbitales atómicos de un átomo, y los NBOs se describen usando orbitales atómicos 

de un par de átomos (los NBOs pueden describirse sobre más de dos átomos en 

casos donde haya deslocalización de electrones). Para derivar las cargas atómicas 

(Natural Population Analysis, NPA), se puede realizar un procedimiento similar al de 

Mulliken [271].  

A partir del análisis de la función de onda se pueden calcular órdenes de enlace o 

índices que permiten cuantificar la fuerza del enlace. El índice de enlace de Wiberg 

(WBI, del inglés Wiberg bond index) entre los átomos A y B, 𝐵AB, se calcula a partir 

de los elementos de la matriz producto DS: 

𝐵AB = ∑ ∑(𝐃𝐒)𝛼𝛽(𝐃𝐒)𝛽𝛼

𝛽∈B𝛼∈A

 (2.66) 

Los WBIs pueden calcularse a partir de los orbitales atómicos de base, y también a 

partir de NAOs y NBOs. 

Por su parte, a partir de la DFT se ha desarrollado un marco conceptual (DFT 

conceptual o químico) que permite extraer descriptores y propiedades de relevancia 

química directamente a partir de la densidad electrónica y derivadas de distinto 

orden de la misma [272].  

El potencial químico, μ, es un indicador de la tendencia del sistema molecular a 

intercambiar densidad electrónica con el entorno, y se calcula como: 
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𝜇 =
𝜕𝐸(𝑛)

𝜕𝑛
 (2.67) 

donde n es el número de electrones del sistema. Usando el método de las diferencias 

finitas queda: 

𝜇 ≈ −
1

2
[𝐸(𝑛 + 1) − 𝐸(𝑛)] = −

1

2
(𝐼 + 𝐴) (2.68) 

donde A e I son la afinidad electrónica y el potencial de ionización de la molécula. 

Usando la aproximación frozen core (donde se desprecia un eventual relajamiento 

orbital en la reorganización de carga electrónica) esta propiedad usando la 

aproximación frozen core se puede estimar a partir de las energías de los orbitales 

de KS de frontera, 𝜀HOMO y 𝜀LUMO: 

𝜇 ≈
1

2
(𝜀HOMO + 𝜀LUMO) (2.69) 

La dureza química, η, indica la resistencia del sistema molecular participar en 

procesos de transferencia de densidad electrónica (i.e. es un indicador global de 

reactividad molecular ante procesos de naturaleza covalente), y se calcula como: 

𝜂 =
1

2

𝜕2𝐸(𝑛)

𝜕𝑛2
=

1

2

𝜕𝜇

𝜕𝑛
 

𝜂 ≈  
1

2
𝐸(𝑛 + 1) − 2𝐸(𝑛) + 𝐸(𝑛 − 1) =

1

2
(𝐼 − 𝐴) ≈  

1

2
(𝜀LUMO − 𝜀HOMO) 

(2.70) 

La blandura, S, indica que tan polarizable es el sistema molecular: 

𝑆 =
1

2𝜂
=

𝜕𝑛

𝜕𝜇
 (2.71) 

Combinando los conceptos de potencial químico y dureza se obtiene un descriptor 

la electrofilia molecular, ω: 

𝜔 =
𝜇2

2𝜂
=

(𝐼 + 𝐴)2

8(𝐼 − 𝐴)
≈

(𝜀HOMO + 𝜀LUMO)2

8(𝜀LUMO − 𝜀HOMO)
 (2.72) 
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Las funciones de Fukui, f, indican la tendencia de una región de la molécula a 

intercambiar electrones, y se calcula: 

𝑓 =
𝜕𝜌(𝑛)

𝜕𝑛
 (2.73) 

Usando el método de las diferencias finitas, se puede obtener una función de Fukui 

electrofílica, 𝑓+ (para procesos que implican una ganancia de electrones) y una 

función de Fukui nucleofílica, 𝑓− (para procesos que implican una pérdida de 

electrones): 

𝑓+ = 𝜌(𝑛 + 1) − 𝜌(𝑛) (2.74) 

𝑓− = 𝜌(𝑛) − 𝜌(𝑛 − 1) (2.75) 

Resulta conveniente definir las funciones de Fukui condensadas sobre el átomo k (𝑓𝑘
+, 

𝑓𝑘
−): 

𝑓𝑘
+ = 𝑞𝑘(𝑛 + 1) − 𝑞𝑘(𝑛) (2.76) 

𝑓𝑘
− = 𝑞𝑘(𝑛) − 𝑞𝑘(𝑛 − 1) (2.77) 

donde 𝑞𝑘 es la carga atómica sobre dicho átomo. La región de la molécula con mayor 

valor positivo de 𝑓𝑘
+/𝑓𝑘

− más grande será la región con mayor carácter 

electrofílico/nucleofílico. Las funciones de Fukui sirven para comparar la electrofilia 

o la nucleofilia de regiones distintas de la misma molécula. Para comparar la 

electrofilia/nucleofilia de regiones distintas de distintas moléculas aparece el 

concepto de blandura local, s: 

𝑠 =
𝜕𝜌

𝜕𝜇
=

𝜕𝑛

𝜕𝜇
·

𝜕𝜌

𝜕𝑛
= 𝑆𝑓 (2.78) 

Es conveniente calcular la blandura local a partir de las funciones de Fukui 

condensadas, entonces se obtiene la blandura local 𝑠𝑘 (electrofílica,  𝑠𝑘
+; nucleofílica, 

𝑠𝑘
−) sobre el átomo k: 

𝑠𝑘 = 𝑆𝑓𝑘 (2.79) 
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El concepto de blandura local puede extenderse a un grupo funcional, G: 

𝑠𝐺 = ∑ 𝑠𝑘

𝑘∈𝐺

 (2.80) 

lo cual resulta muy útil para comparar la nucleofilia/electrofilia de distintos grupos 

funcionales. 

2.2.3. Métodos mixtos QM/MM 

En principio, para modelar una reacción química, es necesario utilizar un método 

cuántico (ab initio o basado en DFT). Sin embargo, dado que las proteínas son 

sistemas con varios miles de átomos, describirlas en forma completa con un método 

cuántico ab initio o DFT se vuelve inviable en términos de costo computacional. 

Teniendo en cuenta este problema, se cuenta con dos soluciones, ambas empleadas 

en distintas partes de los estudios llevados a cabo en este trabajo de tesis. La primera 

estrategia consiste en realizar un recorte del sistema, dejando en el sistema material 

los grupos de átomos involucrados en la reacción y aquéllos que interaccionan 

directamente con ellos. Este tipo de aproximación se conoce como estrategia tipo 

cluster. Los efectos del entorno pueden ser introducidos usando un modelo de 

solvente continuo (esto se tratará en la Sección 2.5.2), usando una constante 

dieléctrica ε adecuada, selección que no es trivial (aunque se suele recomendar 

valores de ε de 4 [273]).  

La segunda estrategia consiste dividir el sistema en dos regiones (Figura 2.1). La 

primera, la región cuántica o QM, contiene los átomos involucrados en la reacción y 

aquellos grupos que interaccionan con los primeros, es decir, el recorte del sistema 

anteriormente mencionado. La segunda, la región clásica o MM, contiene el resto del 

sistema molecular, que no está involucrado directamente en la reacción química. A 

este tratamientos se les denomina métodos mixtos o QM/MM [274].  
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Figura 2.1. Ilustración de la separación de sub-sistemas QM y MM en un sistema 
complejo descrito con estrategias QM/MM. 

El sistema QM/MM presenta tres clases de interacciones que aportan al cálculo de 

la energía del sistema completo: a) las que se dan entre átomos de la región QM; las 

que se dan entre átomos de la región MM; y c) las que se dan entre átomos de la 

región MM y átomos de la región MM. Esta última clase de interacciones se 

denomina acoplamiento QM-MM. 

Para evaluar la energía QM/MM del sistema, se pueden distinguir dos esquemas de 

cálculo diferentes, el esquema aditivo, y el esquema sustractivo. 

Esquema sustractivo. Este esquema, también conocido como IMOMM (del inglés 

Integrated Molecular Orbital Molecular Mechanics) [275] u ONIOM(QM:MM) [276], 

trata las interacciones entre las regiones QM y MM según la ecuación 2.81: 

𝐸sist
QM/MM

= 𝐸mod
QM

+ 𝐸sist
MM − 𝐸mod

MM  (2.81) 

donde 𝐸sist
QM/MM

 es la energía del sistema real calculada a nivel integrado QM/MM; 

𝐸mod
QM

 es la energía del sistema modelo obtenida a nivel QM; 𝐸sist
MM es la energía del 

sistema real obtenida a nivel MM y 𝐸mod
MM  es la energía del sistema modelo a nivel MM.  

Este esquema tiene la ventaja de ser fácil de implementar computacionalmente, 

pero presenta las desventajas de requerir parámetros del campo de fuerza de MM 

para los átomos de la región del sistema modelo y de tratar, en principio, el 

acoplamiento QM-MM a nivel clásico (MM). Como en una reacción química las 

posiciones de los átomos cambian al avanzar la transformación, por lo general es 

necesario recalcular las cargas atómicas MM a asignar a los átomos del sistema 

modelo para cada especie participante de la reacción, usualmente recalculadas a 

partir del potencial electrostático [277]. 
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Esquema aditivo. En este esquema, se introduce explícitamente un término explícito 

de acoplamiento QM-MM, 𝐸QM−MM: 

𝐸QM/MM = 𝐸QM + 𝐸MM + 𝐸QM−MM (2.82) 

tiene la ventaja de no necesitar parámetros de mecánica molecular para los átomos 

de la región QM y utilizar cargas de los átomos QM calculadas a nivel cuántico para 

las interacciones entre átomos de la frontera QM-MM. La desventaja es que es más 

difícil de implementar que el esquema sustractivo. 

En ambos tipos de esquemas de cálculo de la energía QM/MM se puede evaluar el 

acoplamiento QM-MM de distintas maneras, incluyendo las interacciones enlazantes 

(átomos enlazados, a cada lado de la frontera entre las regiones QM y MM) e 

interacciones no enlazantes (de van der Waals y electrostáticas). Siendo crucial en el 

resultado del acoplamiento QM-MM sobre los átomos de cada región, en particular 

sobre aquéllos de la región QM, la componente electrostática del acoplamiento 

QM-MM puede tratarse de distintas formas, lo que se conoce como esquemas de 

embedding.  

En el más sencillo de estos esquemas, el esquema de embedding mecánico (ME, del 

inglés mechanical embedding) [274], los cálculos QM se realizan sobre el sistema 

reducido sin considerar al resto del sistema y el acoplamiento QM-MM se trata a 

nivel MM, con todas las componentes de interacción previstas en el campo de fuerza 

correspondiente. Las cargas de los átomos MM no polarizan al hamiltoniano QM. Los 

cálculos ONIOM(QM:MM) desarrollados en este trabajo de tesis para obtener 

estructuras de complejos y estados de transición en distintas variantes de HSA 

(Capítulos 5, 7y 8) corresponden a este esquema ME.  

Un esquema más sofisticado es el esquema de embedding electrónico (EE, del inglés 

electronic embedding) [278], en el que el cálculo QM sobre los átomos de la región 

modelo incluye en su hamiltoniano efectivo la influencia del resto del sistema, a 

través de operadores monoelectrónicos que describen su interacción electrostática. 

El resto de las interacciones se describen igual que en el esquema ME, a nivel MM. 

Cuando se usa un campo de fuerza de cargas puntuales, como los campos de fuerza 

AMBER, las cargas de los átomos MM polarizan al hamiltoniano QM, 𝐻̂QM: 
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𝐻̂QM
EE = 𝐻̂QM − ∑ ∑

𝑠𝑛𝑞𝑛

𝑅𝑖𝑛
𝑛𝑖

+ ∑ ∑
𝑍𝑗𝑠𝑛𝑞𝑛

𝑅𝑗𝑛
𝑛𝑗

 (2.83) 

donde n, j e i denotan respectivamente los átomos MM, los átomos QM y los 

electrones, 𝑞𝑛 y 𝑠𝑛 son respectivamente la carga y un factor de escalado para el 

átomo n, 𝑅𝑖𝑛 y 𝑅𝑗𝑛 son respectivamente la distancia entre el átomo n y el electrón i y 

la distancia entre el átomo n y el átomo j, y 𝑍𝑗  es la carga nuclear del átomo j. 

Si bien este esquema tiene en cuenta la polarización, suele sobreestimarla (i.e. 

sobrepolarización) en la interfase entre las regiones QM y MM. Este esquema de 

embedding se utilizó en este trabajo de tesis para obtener estructuras de especies 

estables y estados de transición usando QM/MM aditivo (Capitulo 7), para obtener 

una mejor descripción de la energética usando ONIOM (Capítulos 5, 7 y 8), y para 

los cálculos QM/MM de descriptores de la reactividad intrínseca (Capítulo 8). 

Para resolver el problema de la sobrepolarización, se cuenta con otro esquema de 

embedding, que es el más sofisticado, el esquema de embedding polarizable. En este 

esquema, además de las interacciones ya contempladas en el esquema EE, se 

considera que las cargas de los átomos QM polarizan a las cargas de los átomos MM, 

especialmente en la región de frontera [279]. i bien este esquema corrige el 

problema de la sobrepolarización en la interfase QM-MM, requiere el empleo de 

campos de fuerza polarizables en la descripción MM, no siempre disponibles para 

proteínas modificadas. Además, el cálculo de las nuevas cargas MM debe realizarse 

en cada paso del proceso SCF del cálculo QM, por lo que este esquema de embedding 

es muy costoso. 

Un tercer y último aspecto clave que completa la definición de las características del 

método QM/MM a usar, es el relativo al tratamiento de la frontera QM-MM. En 

reacciones que involucran proteínas, por lo general, la frontera entre las regiones 

QM y MM corta uno o más enlaces covalentes, lo que en principio dejaría átomos con 

valencia abierta en la región QM, los cuales en realidad están formando enlaces 

covalentes con átomos de la región MM. Para resolver este problema existen 

distintos tipos de soluciones, resumidas en la Figura 2.2, cuya base conceptual será 

descrita a continuación. 
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Figura 2.2. Formas de tratamiento de la frontera QM/MM. LA: Átomo de enlace. 
LSCF: campo local autoconsistente. GHO: Orbital híbrido generalizado. 

Átomo de enlace. La solución más sencilla –y más usada– consiste en sustituir el 

enlace roto por un átomo monovalente, generalmente un átomo de hidrógeno, para 

completar la valencia. Este átomo, denominado átomo de enlace, no se encuentra 

presente en el sistema real, y para evitar agregar más grados de libertad al sistema, 

se encuentra en una posición fija a lo largo del segmento formado por el enlace 

covalente roto. Este es el tratamiento que utiliza n los dos métodos QM/MM 

aplicados en parte de los estudios de esta tesis. 

Orbitales fantasma. Otra posible solución es reemplazar el enlace por un orbital 

molecular doblemente ocupado, asumiendo que la estructura electrónica del enlace 

es insensible a cambios en la región QM [280]. Las dos estrategias más usadas son 

el campo local autoconsistente (LSCF, del inglés local self consistent field) [281] y el 

orbital híbrido generalizado (GHO, del inglés generalized hybrid orbital) [282]. En la 

estrategia LSCF, los enlaces de frontera son descritos por orbitales de enlace 

localizados definidos, denominados orbitales congelados, que son excluidos del 

cálculo SCF. En la estrategia GHO, se colocan orbitales híbridos sobre el átomo MM 

de frontera. El orbital que forma enlace con el átomo QM es incluido en el SCF, 

mientras que el resto es excluido. Este tipo de aproximaciones requieren 

parametrizaciones y hacen que el sistema QM sea más grande, por lo que la solución 

del átomo de enlace es la más usada. 
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2.3. Caracterización de especies estables y estados de transición 

2.3.1. La superficie de energía potencial de los sistemas moleculares 

La superficie de energía potencial (PES, del inglés potential energy surface) de un 

sistema molecular establece una relación entre la arquitectura molecular –las 

posiciones de los núcleos en el espacio– y la energía potencial del sistema. Como se 

mencionó anteriormente, en el caso de los métodos cuánticos, la aproximación de 

Born-Oppenheimer permite separar el tratamiento del movimiento de los 

electrones del correspondiente a los núcleos, lo que permite construir una PES que 

relaciona la energía electrónica con las posiciones de los núcleos. En el caso de los 

métodos clásicos, es la propia representación gráfica de la función analítica que 

vincula la energía del sistema molecular con las posiciones nucleares en el campo de 

fuerza la que permite obtener la PES.  

Dos tipos de estructuras, asociadas a puntos de la PES, tienen relevancia química y 

corresponden a puntos estacionarios sobre la PES (i.e.: estructuras cuyas derivadas 

primeras de la energía potencial respecto a las posiciones nucleares son cero en 

todas las direcciones en ese punto de la PES) [240]. Los mínimos (puntos 

estacionarios en los que las derivadas segundas de la energía potencial tienen valor 

positivo en todas las direcciones del movimiento nuclear, correspondiendo en la PES 

a un pozo de energía potencial, o lo que es lo mismo, un punto en el que la matriz 

hessiana o hessiano del sistema molecular tiene exclusivamente valores propios 

positivos) que se corresponden con especies estables, cuya vida media se asocia a la 

profundidad del pozo de energía potencial correspondiente (a mayor profundidad, 

más estable es la especie y mayor su vida media). Los puntos de ensilladura de primer 

orden (puntos estacionarios en los que las derivadas segundas de la energía 

potencial tienen valor positivo en todas las direcciones del movimiento nuclear 

menos una (en la que es negativo) y se corresponde con la coordenada de reacción, 

s, es decir que la PES, o lo que es lo mismo, un punto en el espacio de configuración 

nuclear en el que el hessiano del sistema molecular tiene 3N−7 (3N−6 en sistemas 

lineales) valores propios positivos y un único valor propio negativo que coincide con 

la dirección del proceso químico) que se corresponden con estados de transición (TS, 

del inglés transition state) especies químicas inestables cuya vida media se 

encuentra en el rango de entre 10−18 y 10−15 s. 
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2.3.2. Búsqueda de estructuras de especies relevantes: optimización de 

geometría 

La búsqueda de un punto estacionario sobre una PES en particular implica un 

proceso que se denomina optimización de geometría. Para poder llevarlo a cabo hace 

falta partir de una estructura inicial y deformarla siguiendo instrucciones presentes 

en un algoritmo de búsqueda hasta llegar al punto estacionario más cercano que 

reúna las características deseadas (mínimo o punto de ensilladura de primer orden), 

obteniéndose como resultado por lo menos la estructura tridimensional del sistema 

molecular y su energía potencial relativa (y otras propiedades en caso de utilizar 

métodos QM). De acuerdo a la cantidad de información requerida por el algoritmo 

de búsqueda (estructura, energía y sus derivadas primera y segunda) existen tres 

categorías de métodos [240] que permiten localizar puntos estacionarios sobre una 

PES (básicamente se distinguen los que usan solamente la energía, aquéllos que 

usan la energía y su gradiente y aquéllos que recurren a la energía, su gradiente y el 

hessiano), cada uno con ventajas y desventajas, a continuación se detallan aquéllos 

que han sido empleados en este trabajo de tesis. 

El más sencillo de todos –que sólo sirve para la búsqueda de mínimos– es el método 

steepest descent (SD), en el cual se minimiza la energía “moviéndose” sobre la PES 

en sentido contrario al gradiente –el vector que contiene las derivadas primeras de 

la energía respecto a las posiciones 𝐱𝑛 de los núcleos–, 𝐠𝑛. El tamaño de paso de 

búsqueda, Δx, se define como:  

∆𝐱 = 𝐱𝑛+1 − 𝐱𝑛 = −𝐠𝑛 (2.84) 

Este método tiene el inconveniente que la convergencia se vuelve más lenta al 

acercarse a un mínimo, al punto que nunca se llega al punto estacionario, por eso se 

lo recomienda para búsquedas iniciales, si se está muy lejos del mínimo la 

convergencia comienza siendo rápida.  

Si se desea mejor convergencia cerca del mínimo, ese puede recurrir los métodos 

gradiente-conjugados (CG, del inglés conjugated gradient), que son versiones 

mejoradas del método SD en las que para moverse sobre la PES se tiene en cuenta 

también el gradiente de puntos previos de la PES. El paso de búsqueda se calcula: 

∆𝐱 = −𝐠𝑛 + 𝛽𝑛𝐠𝑛−1 (2.85) 
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El coeficiente 𝛽𝑛 puede calcularse de varias formas, siendo la correspondiente al 

algoritmo de Polak-Ribière [283]: 

𝛽𝑛 =
𝐠𝑛

T∆𝐠

𝐠𝑛−1
T 𝐠𝑛−1

 

∆𝐠 = 𝐠𝑛 − 𝐠𝑛−1 

(2.86) 

Si bien los métodos CG convergen más rápido que el método SD, en algunos casos la 

convergencia es lenta y tampoco puede ser usado para la búsqueda de estados de 

transición.   

Si la convergencia en la búsqueda de un mínimo es muy lenta, o se desea buscar un 

estado de transición, se puede recurrir al uso de métodos newtonianos como el 

algoritmo de Newton-Raphson (NR) [284], en el cual se realiza una aproximación 

cuadrática de la PES (cuya validez depende de que los pasos de optimización no sean 

demasiado grandes), donde la energía del paso 𝐱𝑛+1 se estima empleando 

información de la energía, gradiente y derivadas segundas correspondientes al  

punto previo en la PES según: 

𝐸𝑛+1 ≈  𝐸𝑛 + 𝐠𝑛
T∆𝐱 +

1

2
∆𝐱T𝐇∆𝐱 

∆𝐱 = −𝐇−1𝐠𝑛 

(2.87) 

donde H es hessiano. 

Una forma de controlar el tamaño de paso para asegurar la validez de la 

aproximación cuadrática es la usada en el método Rational Function Optimization 

(RFO) [285, 286], en el que se introduce un denominador dependiente del tamaño 

de paso que previene que los pasos sean demasiado grandes: 

𝐸𝑛+1 ≈  𝐸𝑛 +
𝐠𝑛

T∆𝐱 + ½∆𝐱T𝐇∆𝐱

1 +  ∆𝐱T𝐒∆𝐱
 (2.88) 

donde S es una matriz de regularización, usualmente una matriz identidad.  

Otra método de optimización de geometría es el método GDIIS (del inglés geometry 

optimization using direct inversion of the iterative subspace)  [287] en el que el 
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objetivo es construir una nueva geometría, 𝐱∗, como una combinación de n 

geometrías previas, 𝐱𝑖 , para minimizar el tamaño de paso de Newton: 

𝐱∗ = ∑ 𝑐𝑖𝐱𝑖

𝑛

𝑖

 ;  ∑ 𝑐𝑖

𝑛

𝑖

= 1 (2.89) 

donde 𝑐𝑖 son coeficientes de peso que se calculan minimizando ‖𝐱𝑛+1 − 𝐱∗‖2. La 

geometría  

𝐱𝑛+1 = 𝐱∗ − 𝐇𝐓𝐠∗ ;  𝐠∗ = ∑ 𝑐𝑖𝐠𝑖

𝑛

𝑖

 (2.90) 

donde 𝐠∗ es el gradiente correspondiente a 𝐱∗. Los coeficientes 𝑐𝑖 se calculan 

minimizando ‖𝐱𝑛+1 − 𝐱∗‖2 resolviendo la Ecuación 2.92: 

[
𝐀 1
1 0

] [
𝐜
𝜆

] = [
𝟎
1

] 

𝐴𝑖𝑗 = (𝐇−1𝐠𝑖)T(𝐇−1𝐠𝑗) 

(2.91) 

donde 𝐜 es el vector de los coeficientes 𝑐𝑖 y λ es el multiplicador lagrangiano que 

corresponde a minimizar ‖𝐱𝑛+1 − 𝐱∗‖2. Una variante de GDIIS es el método GEDIIS 

(del inglés geometry optimization using energy-corrected direct inversion of the 

iterative subspace) [288], que difiere en cómo se definen los elementos de A: 

𝐴𝑖𝑗 = (𝐠𝑖 − 𝐠𝑗)(𝐱𝑖 − 𝐱𝑗) (2.92) 

Si bien la convergencia lograda con estos métodos es mucho más rápida que con los 

métodos CG, el cálculo del Hessiano exacto suele ser muy costoso, por lo que 

aparecen también los métodos cuasi-newtonianos, en los que se puede realizar una 

aproximación al Hessiano a partir de los gradientes de puntos anteriores de la 

búsqueda. Un ejemplo de este grupo es el método de Broyden-Fletcher-Goldfarb-

Shanno (BFGS) [289, 290] en el que el hessiano aproximado se calcula a partir del 

hessiano del paso anterior: 

𝐇𝑛+1 = 𝐇𝑛 +
∆𝐠∆𝐠T

∆𝐠T∆𝐱
−

𝐇𝑛∆𝐱(𝐇𝑛∆𝐱)T

∆𝐠T𝐇𝑛∆𝐱
 (2.93) 
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Los métodos cuasi-newtonianos tienen un costo similar a los métodos SD y CG, pero 

tienen mejor convergencia. El hessiano exacto inicial puede calcularse de forma 

analítica, o se pueden obtener aproximaciones del mismo usando métodos menos 

costosos, como los métodos clásicos. El problema es que al alejarse del hessiano 

inicial, la aproximación será cada vez menos adecuada. 

Finalmente, uno de los métodos más robustos para optimizaciones de geometría es 

el de Schlegel (también conocido como Berny) [288, 291]. En este algoritmo se 

construye una serie de pasos que llevan a un punto estacionario que conducen a un 

punto estacionario. Cada paso consta de las siguientes acciones: 

• Se estima el hessiano de la geometría actual a partir del hessiano de su valor 

anterior. 

• Cualquier componente del gradiente que corresponde a variables congeladas se 

fija en cero. 

• Si se busca un mínimo, se actualiza el radio de confianza (i.e. el tamaño máximo 

permitido para un paso NR). 

• Si se busca un mínimo, se realiza una búsqueda lineal entre el punto actual y el 

punto anterior de menor energía. Si se cuenta con hessiano de ambos puntos, se 

ajusta una función quíntica a las energías y a los gradientes direccionales de 

ambos puntos, con la condición de que las derivadas segundas sean cero en el 

mínimo.  En caso de no cumplirse esta condición o si el paso resultante (quíntico) 

no es aceptable, se ajusta una función cuártica. Si esto falla o el paso resultante 

(cuártico) no es aceptable, se ajusta una función cúbica. Si todos los ajustes fallan 

y el último punto no es el de menor energía, se toma un paso lineal al punto medio 

de la línea que conecta el último punto con el de menor energía. Un paso quíntico 

o cuártico se considera aceptable si el último punto es el de menor energía o si el 

último paso no es el de menor energía y la búsqueda lineal da un punto entre el 

último paso y el de menor energía. Un paso cúbico es aceptado si se encuentra 

entre los dos puntos, o es más pequeño que el paso previo. 

• Si el último punto es el de más baja energía, o se busca un estado de transición, se 

toma un paso cuadrático usando el hessiano actual. Si se hizo una búsqueda lineal, 

el paso cuadrático se toma desde el punto extrapolado usando la búsqueda lineal 

y usa fuerzas (i.e. los opuestos de las derivadas primeras) estimadas interpolando 

entre las fuerzas en los dos puntos usados en la búsqueda lineal. Para este paso 

se puede usar los métodos NR, RFO, GDIIS y GEDIIS. 
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• Cualquier componente del paso cuadrático que corresponda a variables 

congeladas es fijado en cero. 

• Si el paso cuadrático excede el radio de confianza y se busca un mínimo, la 

longitud del paso se reduce buscando un mínimo de la función cuadrática en la 

esfera que tiene como radio al radio de confianza. Si se busca un estado de 

transición, el paso cuadrático se reduce a la del radio de confianza. 

• La convergencia se determina comparando con criterios para la fuerza máxima, 

la fuerza media cuadrática, el componente máximo del paso y la media cuadrática 

de las componentes del paso. Dicho paso es la suma de los pasos cuadráticos y 

lineales. 

El método de Schlegel se usó para todas las optimizaciones de geometría a nivel QM 

y QM/MM, con excepción de las optimizaciones usando QM/MM aditivo, en las que 

se usó el método RFO (Capítulo 7). 

2.3.3. Caminos de reacción 

En la representación de una reacción hay tres puntos estacionarios importantes de 

la PES: los mínimos que corresponde a los reactivos, el punto de ensilladura de 

primer orden que corresponde al TS y los mínimos que corresponden a los 

productos. Una vez que se encuentra el TS de un proceso, se debe corroborar que 

conecta con reactivos y productos. Para ello se debe determinar el camino de mínima 

energía (MEP, del inglés minimum energy path), también conocido como camino de 

reacción desde el TS hasta los mínimos. Si el MEP está dado en coordenadas pesadas 

por la masa, éste se denomina coordenada de reacción intrínseca (IRC, del inglés 

intrinsic reaction coordinate) [292] y al recorrerlo se puede también verificar si hay 

intermediarios en el mecanismo entre reactivos y productos. El IRC se calcula 

resolviendo la ecuación diferencial: 

d𝐱

d𝑠
= −

𝐠

‖𝐠‖
= 𝐯 (2.94) 

donde x es el vector de las coordenadas, s, es la longitud del camino (representa la 

coordenada de reacción), g es el gradiente y v es el gradiente normalizado. El 

método más simple para resolver la ecuación es el método de Euler [293], en el que 

se toma una serie de pasos a una distancia Δs en dirección opuesta al gradiente 

normalizado: 
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𝐱𝑛+1 = 𝐱𝑛 + Δ𝑠𝐯 (2.95) 

Un método más preciso para resolver la ecuación diferencial es el método de la 

aproximación cuadrática local (LQA, del inglés linear quadratic approximation) [294, 

295], que además usa información del hessiano. Un paso LQA tiene la forma: 

𝐱𝑛+1 = 𝐱𝑛 + 𝐀𝐠 

𝐀 = 𝐔𝛂𝐔T 
(2.96) 

donde U es la matriz de los vectores-columna propios del hessiano y α es una matriz 

diagonal cuyos elementos 𝛼𝑖𝑖 son: 

𝛼𝑖𝑖 =  
𝑒−𝜆𝑖𝑖𝑡 − 1

𝜆𝑖𝑖
 (2.97) 

donde 𝜆𝑖𝑖 son los valores propios del hessiano. El parámetro t se puede obtener 

integrando la ecuación: 

d𝑠

d𝑡
= √∑‖𝐠′‖2

𝑖

𝑒−𝜆𝑖𝑖𝑡 

𝐠′ = 𝐔T𝐠 

(2.98) 

Otro tipo de métodos de integración son los llamados predictor-corrector (PC) [296]. 

En los métodos PC, primero se realiza un paso predictor (P), uno o más pasos de 

evaluación de la energía y el gradiente (E), y un paso corrector o de integración (C). 

Usando la información del paso E y de otros puntos previos del IRC, se construye 

una superficie local y se integra la ecuación diferencial usando el método de Euler. 

Según el algoritmo usado en el paso predictor, se tienen dos variantes del método: 

HPC y EulerPC, donde el paso P corresponde a un paso LQA o a un paso de Euler, 

respectivamente. Si bien el método HPC es más preciso –debido a que usa 

información del hessiano– que el método EulerPC, este último es más adecuado para 

sistemas grandes (e.g. proteínas) dado que requiere de menos recursos 

computacionales. Ambos métodos PC Se utilizaron en la generación de caminos de 

reacción en este trabajo de tesis. 
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2.4. Simulaciones de dinámica molecular 

2.4.1. Generalidades 

Las simulaciones de dinámica molecular (MD) son métodos que permiten estudiar 

la evolución temporal de átomos que forman parte de un sistema molecular bajo 

distintas condiciones. Se considera a los núcleos suficientemente pesados como para 

comportarse como partículas clásicas, entonces la dinámica de los núcleos puede 

estudiarse resolviendo la segunda ecuación de Newton: 

d𝑈

d𝐫
= 𝑚

d2𝐫

d𝑡2
 (2.99) 

donde U es la energía potencial, r es el vector de las posiciones nucleares, m es la 

masa y t es el tiempo. Las posiciones después de un paso ∆t están dadas por la serie 

de Taylor: 

𝐫𝑛+1 = ∑
1

𝑖!

d𝑖𝐫

d𝑡𝑖
∆𝑡𝑖

𝑘

𝑖=0

 (2.100) 

Considerando que la derivada primera es la velocidad 𝐯𝑛 y la derivada segunda es la 

aceleración 𝐚𝑛: 

𝐫𝑛+1 = 𝐫𝑛 + 𝐯𝑛∆𝑡 +
1

2
𝐚𝑛∆𝑡2 + ⋯ (2.101) 

Uno de los algoritmos más usados para resolver la ecuación de Newton es el velocity 

Verlet [297] en el que se trunca la serie de Taylor en k=2: 

𝐫𝑛+1 = 𝐫𝑛 + 𝐯𝑛∆𝑡 +
1

2
𝐚𝑛∆𝑡2 

𝐯𝑛+1 = 𝐯𝑛 +
1

2
(𝐚𝑛 + 𝐚𝑛)∆𝑡 

𝐚𝑛 =
d2𝐫

d𝑡2
= −𝑚

d𝑈

d𝐫
 

(2.102) 



66 
 

2.4.2. Termostatos y baróstatos 

En una simulación MD estándar el número de moléculas N, el volumen V y la energía 

total E son constantes, pero la temperatura T y la presión P varían. 

𝐸 = ∑
1

2

𝑁

𝑖=1

𝑚‖𝐯𝑖‖2 + 𝑈 (2.103) 

La temperatura es proporcional de la energía cinética promedio, 𝐸K
avg

: 

𝑇 ∝ 𝐸k
avg

 (2.104) 

Si se desea controlar la temperatura, se puede recurrir al termostato de Berendsen 

[298] que gradualmente agrega o quita energía cinética al sistema para que la 

temperatura se mantenga en el valor deseado, 𝑇0, con una constante de 

acoplamiento de temperatura 𝜏𝑇 y un factor de escalado de velocidad 𝜆𝑣: 

d𝑇

d𝑡
=

(𝑇0 − 𝑇)

𝜏𝑇
 

𝜆𝑣 = √1 +
∆𝑡

𝜏𝑇
(

𝑇0

𝑇
− 1) 

(2.105) 

Análogamente, si se desea controlar la presión (ensemble NPT), se puede recurrir al 

baróstato de Berendsen: 

d𝑃

d𝑡
=

(𝑃0 − 𝑃)

𝜏𝑃
 

𝜆𝑟 = √1 +
𝜅∆𝑡(𝑃0 − 𝑃)

𝜏𝑃

3

 

(2.106) 

donde 𝑃0 es la presión deseada 𝜏𝑃 es la constante de acoplamiento de presión, 𝜆𝑟 es 

el factor de escalado de las coordenadas y κ es la compresibilidad del sistema. Con 

el termostato (baróstato) de Berendsen la temperatura (presión) se mantiene 

aproximadamente constante. Si se desea un control más estricto se puede recurrir 

al termostato/baróstato de Nosé-Hoover [299, 300], que sí mantienen la 

temperatura/presión constante. Otra forma de controlar la temperatura 
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(termostato de Langevin) es usar la ecuación de Langevin [301] en lugar de la de 

Newton: 

𝑚
d2𝐫

d𝑡2
= 𝐅0 − 𝛾

d𝐫

d𝑡
+ 𝐅rnd (2.107) 

donde 𝐅0 es la fuerza intramolecular, γ es un coeficiente de fricción y 𝐅rnd es una 

fuerza aleatoria con promedio cero. La fuerza aleatoria y el coeficiente de fricción 

dan lugar a un control de temperatura estricto. Una forma alternativa de controlar 

la presión es mediante el baróstato de Monte Carlo [302], en el que la presión se 

mantiene realizando cambios de volumen ∆V, los cuales se aceptan o se rechazan 

usando el algoritmo de Metrópolis [303] con una probabilidad 𝑃(∆𝑉): 

𝑃(∆𝑉) = min (1, 𝑒
−

1
𝑘B𝑇

[∆𝐸+𝑃∆𝑉−𝑁𝑘B𝑇 ln
𝑉−∆𝑉

𝑉
]
) (2.108) 

siendo ΔE el cambio en la energía asociado a cambiar el volumen. Cabe destacar que 

para una simulación MD a temperatura y presión constantes, como las realizadas 

para la HSA en este trabajo de tesis (Capítulos 4, 6 y 8), en términos de tiempos de 

cálculo, la combinación del termostato de Berendsen y el baróstato de Monte Carlo es 

la menos costosa. 

2.4.3. Condiciones de contorno periódicas 

Para simular un sistema grande –prácticamente infinito– como es el caso de una 

solución, es necesario realizar aproximaciones. Una de estas aproximaciones es 

aplicar condiciones de contorno periódicas (PBC), en la que las moléculas son 

colocadas en una caja –la celda unidad–, la cual es replicada en todas las direcciones. 

Si una molécula de solvente sale de la caja, ingresa a la misma por el lado opuesto, 

desde una caja contigua. Las interacciones electrostáticas (ecuación 2.9) son de 

largo alcance, por lo que se extienden más allá de la celda unidad y el costo 

computacional escalaría con 𝑁2. Una solución sería truncar las interacciones, 

introduciendo un cutoff –generalmente de 8-12 Å–, pero esto daría lugar a 

artefactos. Una forma de eliminar estos artefactos, el método de Ewald [304], 

consiste en dividir las interacciones electrostáticas en interacciones de corto alcance 

(dentro del cutoff) e interacciones de largo alcance (más allá del cutoff). Las 

interacciones de corto alcance se tratan en el espacio real, mientras que para las de 

largo alcance son tratadas como una transformada de Fourier. Una variante del 
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método de Ewald, llamada Particle-mesh-Ewald (PME) [305], reduce el costo 

computacional de 𝑁2 a 𝑁 ln 𝑁. 

2.4.4. Análisis post-trayectoria 

La trayectoria de una simulación MD muestra la evolución de las posiciones de los 

átomos del sistema a lo largo del tiempo, es decir, contienen toda la información del 

comportamiento dinámico del sistema durante el tiempo estudiado [306]. Del 

análisis de la trayectoria se puede obtener la evolución de parámetros estructurales, 

tales como distancias, ángulos, diedros y superficie de exposición al solvente (SASA), 

así como parámetros que indican la convergencia de la trayectoria, como la 

desviación media cuadrática de las posiciones atómicas (RMSD), y parámetros que 

indican qué regiones del sistema son más o menos rígidas, como la fluctuación 

media cuadrática de las posiciones atómicas (RMSF). Para cada tiempo hay un valor 

de RMSD, y éste se calcula como: 

RMSD = √
1

𝑁
∑‖𝐫𝑖𝑗 − 𝐫𝑖0‖

2
𝑁

𝑖=1

 (2.109) 

donde 𝐫𝑖𝑗  es la posición del átomo i a tiempo 𝑡𝑗 y 𝐫𝑖0 es la posición del átomo i a 

tiempo 𝑡0. Para cada átomo hay un valor de RMSF, y éste se calcula como: 

RMSF = √
1

𝑡
∑‖𝐫𝑖𝑗 − 𝐫𝑖0‖

2
𝑡

𝑗=1

 (2.110) 

En el caso de las proteínas, tanto para el RMSD como para el RMSF suelen usarse las 

posiciones de los carbonos alfa (Cα-RMSD; Cα-RMSF). Para obtener estructuras 

representativas, las estructuras correspondientes a cada tiempo pueden agruparse 

y ser analizadas (análisis de clustering). Hay varios algoritmos de clustering, uno de 

los más usados es el algoritmo jerárquico aglomerativo [307]. 

También se puede estudiar la evolución de presuntos enlaces de hidrógeno (EdH) 

de acuerdo a criterios geométricos [306]. Si se tiene un presunto EdH D−H⋯A (D es 

el átomo dador de EdH y A es el átomo aceptor) se considera que el EdH está 

presente cuando la distancia entre D y A es menor que un valor de corte (por lo 
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general 3-4 Å), y el ángulo formado entre D, H y A es mayor que un valor de corte 

(por lo general 120-150°). 

2.5. Descripción del solvente 

2.5.1. Solvente explícito 

Dado que las reacciones químicas de interés biológico ocurren en solución, es 

necesario describir, de alguna forma, al solvente. Una forma consiste en incluir 

explícitamente las moléculas del solvente en el sistema. Esto suele hacerse cuando 

se realizan cálculos MM (o QM/MM). 

2.5.2. Solvente implícito 

Cuando se realizan cálculos QM, resulta inviable describir explícitamente al 

solvente, por lo que es necesario modelarlo de forma implícita. Para ello se puede 

recurrir a un modelo continuo [308], en el que se considera al solvente como un 

medio polarizable con constante dieléctrica ε (cuyo valor puede ser uniforme o 

cambiar con la orientación y/o la posición respecto a los átomos del soluto) que 

rodea a una cavidad en la que se encuentra el soluto [309]. La energía libre de 

solvatación, ∆𝐺s, se calcula como: 

∆𝐺s = ∆𝐺cav + ∆𝐺dr + ∆𝐺el (2.111) 

donde ∆𝐺cav es el costo en energía libre asociado a generar la cavidad (componente 

de cavitación), ∆𝐺dr es la componente de dispersión-repulsión (interacciones de van 

der Waals y repulsión entre átomos del soluto y del solvente) y ∆𝐺el es la 

componente electrostática. Actualmente, para cálculos QM, el tipo de modelo de 

continuo más usado es el del campo de reacción auto-consistente (SCRF, del inglés 

self consistent reaction field) [248], en el que la interacción entre el solvente y el 

soluto se calcula iterativamente –el solvente polariza al soluto y viceversa. Dentro 

de los modelos SCRF, está el modelo del continuo polarizable en su implementación 

IEF (IEF-PCM) que se resuelve en forma analítica [310, 311], y en el que se construye 

una cavidad de forma adaptada al sistema molecular intersecando esferas centradas 

en las posiciones atómicas del soluto, generadas usando distintos tipos de radios 

(e.g. los radios de Van der Waals determinados experimentalmente por Bondi [312]) 

y se usa una descripción detallada del potencial electrostático y las componentes de 
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dispersión, repulsión y cavitación se parametrizan basándose en la superficie 

molecular. 

2.6. Cálculo de termoquímica y cinética 

2.6.1. Termodinámica estadística, colectivos, función de partición molecular 

Los experimentos por lo general se realizan sobre muestras macroscópicas, por lo 

que resulta necesario conectar las propiedades del sistema corpuscular a nivel sub-

microscópico con las de la muestra. Esta conexión la provee la Termodinámica 

Estadística (TE) [248]. Una vez que se determinan las condiciones del sistema (NVE, 

NVT, NPT) y el tipo de colectivo o ensemble que corresponde, el conocimiento de la 

función de partición molecular, q, permite llegar al cálculo de todas las propiedades 

macroscópicas, y se calcula: 

𝑞(𝑁, 𝑉, 𝑇) = ∑ 𝑒
−

𝜀𝑖
𝑘B𝑇

∞

𝑖

 (2.112) 

donde 𝜀𝑖 representa la energía de los estados del sistema molecular. 

La entropía (molar, n = 1 mol) del sistema, S, se calcula como: 

𝑆 = 𝑅 [1 + ln 𝑞 + 𝑇 (
𝜕 ln 𝑞

𝜕𝑇
)

𝑉
] (2.113) 

La energía interna (molar, n = 1), E, se calcula: 

𝐸 = 𝑅𝑇2 (
𝜕 ln 𝑞

𝜕𝑇
)

𝑉
 (2.114) 

La entalpía (molar, gas ideal), H, y la energía libre de Gibbs (molar), G, se calculan 

usando las formulas de la termodinámica clásica: 

𝐻 = 𝐸 + 𝑛𝑅𝑇 (2.115) 

𝐺 = 𝐻 − 𝑇𝑆 (2.116) 
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2.6.2. La función de partición y la aproximación del gas ideal, rotor rígido y 

oscilador armónico 

Entre las aproximaciones más populares empleadas en la química teórica y 

computacional para evaluar la energía molecular 𝑖 y a partir de allí la función de 

partición molecular q (según la Ecuación 2.112) se incluyen junto a la aproximación 

de Born-Oppenheimer otras aproximaciones tales como las del gas ideal, rotor rígido 

y oscilador armónico [248, 313], que permiten evaluar cada tipo de contribución 

energética molecular en forma sencilla. En condiciones de validez de la 

aproximación de Born-Oppenheimer y ausencia de acoplamiento vibro-rotacional, 

la energía de los estados moleculares puede escribirse como suma de términos de 

energía traslacional, 𝜀𝑖
t, rotacional, 𝜀𝑖

r, vibracional, 𝜀𝑖
v, y electrónica, 𝜀𝑖

e, y la función 

de partición puede escribirse como un producto de funciones de partición 

traslacional 𝑞t, rotacional 𝑞r, vibracional, 𝑞v, y electrónica, 𝑞e: 

𝑖  ≈ 𝜀𝑖
t + 𝜀𝑖

r + 𝜀𝑖
v + 𝜀𝑖

r (2.117) 

𝑞 ≈ 𝑞t𝑞r𝑞v𝑞e (2.118) 

Teniendo en cuenta la aproximación del gas ideal, la función de partición 

traslacional y su derivada parcial respecto a la temperatura quedan: 

𝑞t = (
2𝜋𝑚𝑘B𝑇

ℎ2
)

3
2⁄ 𝑘B𝑇

𝑃
 

(
𝜕 ln 𝑞t

𝜕𝑇
)

𝑉
=

3

2𝑇
 

(2.119) 

donde 𝑘B es la constante de Boltzmann, m es la masa del sistema, h es la constante 

de Planck, T es la temperatura del sistema y V es el volumen del sistema. 

Las contribuciones a la entropía y a la energía interna quedan: 

𝑆t = 𝑅 (ln 𝑞t +
5

2
) (2.120) 

𝐸t =
3

2
𝑅𝑇 (2.121) 
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Usando la aproximación del rotor rígido para una molécula no lineal, la función de 

partición rotacional y su derivada quedan: 

𝑞r =
√𝜋

𝜎
(

8𝜋2𝑘B𝑇

ℎ2
)

3
2⁄

√𝐼𝑥𝐼𝑦𝐼𝑧 

(
𝜕 ln 𝑞r

𝜕𝑇
)

𝑉
=

3

2𝑇
 

(2.122) 

donde 𝐼𝑥, 𝐼𝑥 e 𝐼𝑥 son los momentos de inercia del sistema molecular en las 

direcciones x, y y z, y σ es un factor de simetría rotacional. Las contribuciones a la 

entropía y a la energía interna quedan: 

𝑆r = 𝑅 (ln 𝑞r +
3

2
) (2.123) 

𝐸r =
3

2
𝑅𝑇 (2.124) 

Usando la aproximación del oscilador armónico, la función de partición vibracional 

se calcula como el producto de las funciones de partición de los modos normales 

vibracionales (los cuales se calculan a partir del hessiano): 

𝑞v = ∏
𝑒

−
ℎ𝜈𝑘

2𝑘B𝑇

1 − 𝑒
−

ℎ𝜈𝑘
𝑘B𝑇𝑘

 (2.125) 

La derivada respecto a la temperatura queda como: 

(
𝜕 ln 𝑞v

𝜕𝑇
)

𝑉
= 𝑇 [∑

ℎ𝜈𝑘

2𝑘B𝑇2

𝑘

+ ∑
ℎ𝜈𝑘𝑒

−
ℎ𝜈𝑘

2𝑘B𝑇

𝑘B𝑇2 (1 − 𝑒
−

ℎ𝜈𝑘
𝑘B𝑇)𝑘

] (2.126) 

donde 𝜈𝑘 es la frecuencia vibracional del modo normal k. 

Las contribuciones vibracionales a la entropía y a la energía interna se calculan 

como: 
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𝑆v = 𝑅 ∑ [
ℎ𝜈𝑘

𝑘B𝑇 (𝑒
−

ℎ𝜈𝑘
𝑘B𝑇 − 1)

− ln (1 − 𝑒
−

ℎ𝜈𝑘
𝑘B𝑇)]

𝑘

 (2.127) 

𝐸v =  𝑅 ∑
ℎ𝜈𝑘

𝑘B𝑇
[

ℎ𝜈𝑘

𝑘B𝑇 (𝑒
−

ℎ𝜈𝑘
𝑘𝐵𝑇 − 1)

]

𝑘

 (2.128) 

Considerando que a temperatura ambiente las moléculas se encuentran en su estado 

electrónico fundamental, función de partición electrónica es: 

𝑞e = 𝜔0 (2.129) 

donde 𝜔0 es la multiplicidad del sistema. La derivada respecto a la temperatura es 

cero por lo que la contribución electrónica a la energía interna es cero, y la 

contribución a la entropía es: 

𝑆𝑟 = 𝑅 ln 𝑞e (2.130) 

2.6.3. Teoría del estado de transición 

La constante de velocidad de una reacción, k, es una propiedad macroscópica que 

puede ser vinculada con las propiedades microscópicas usando la teoría del estado 

de transición (TST, del inglés transition state theory) [314]. Esta teoría asume que, al 

evolucionar según una coordenada de reacción desde reactivos a productos pasando 

a través de una especie inestable, el estado de transición (TS), el sistema que 

reacciona se moverá clásicamente sobre el camino de mínima energía en la PES 

pudiendo haber efectos cuánticos sobre las coordenadas transversales a dicho 

camino. Esta teoría asume la separabilidad de la coordenada de reacción y las 

restantes coordenadas transversales y que el TS es un cuello de botella dinámico. 

Una vez que el sistema llega a dicha configuración no hay otra evolución posible que 

transformarse en productos, por lo tanto, no considera la posibilidad de que haya 

recruzamiento (i.e. trayectorias que una vez que llegan al TS en lugar de 

transformarse en productos regresan a la región de reactivos).  La probabilidad de 

encontrar un estado a lo largo de ese camino sigue una distribución de Boltzmann.  
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En la formulación inicial de esta teoría, se asumió que el estado de transición está en 

cuasi-equilibrio con los reactivos (hipótesis que se demostró innecesaria en las 

formulaciones dinámicas más modernas de esta teoría), la constante de velocidad, k, 

se puede calcular como: 

 

𝑘 =
𝑘B𝑇

ℎ
𝑒−

∆𝐺‡

𝑅𝑇  (2.131) 

donde ∆𝐺‡ es la energía libre de activación, que se calcula a partir de las energías 

libres de los reactivos, 𝐺R, y del estado de transición, 𝐺TS: 

∆𝐺‡ = 𝐺TS − 𝐺R (2.132) 

La Ecuación 2.131 se conoce como ecuación de Eyring-Polanyi [315], y permite 

también (en su forma inversa) calcular energías libres de activación a partir de datos 

experimentales de constantes cinéticas y así comparar experimento y teoría: 

∆𝐺‡ = −𝑅𝑇 ln
𝑘ℎ

𝑘𝐵𝑇
 (2.133) 

2.7. Fundamentos de los métodos experimentales usados 

2.7.1. Espectroscopía infrarroja 

La espectroscopía trata la interacción de la radiación electromagnética con las 

moléculas. En la espectroscopía de absorción, la muestra se irradia con un haz 

monocromático, y se mide la absorción neta, A: 

𝐴 = log10

𝐼0

𝐼
 (2.134) 

Donde 𝐼0 es la intensidad del haz incidente e I es la intensidad transmitida. A nivel 

corpuscular, una molécula absorbe un fotón de energía hν y experimenta una 

transición desde un estado molecular que corresponde a un nivel de energía inferior 

a otro superior. La espectroscopía infrarroja (IR) trata las transiciones vibracionales 

de las moléculas. Las moléculas poliatómicas presentan 3N−5 o 3N−6 (siendo N el 

número de átomos) modos normales de vibración independientes, los cuales 
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pueden corresponder a tensión de enlaces (stretching), flexiones de ángulos de 

enlace (bending) y diedros (torsiones), o una combinación de flexiones y tensiones 

característicos, que se reflejan cada uno en una única señal específica de esa 

transición en el espectro IR. Estos modos normales de vibración pueden ser activos 

o no en la espectroscopía IR, según que la transición vibracional considerada 

implique o no reorganización de carga neta en la molécula. Por ello la espectroscopía 

IR resulta útil para identificar –y cuantificar– grupos funcionales. En proteínas, el 

enlace S−H del grupo tiol es activo en el infrarrojo, absorbiendo en el rango de 2550 

a 2620 cm−1, presentando una señal muy débil [316-318]. En este trabajo de tesis, 

se usó esta técnica para verificar el estado de protonación del tiol de la HSA 

(Capítulo 4) y para seguir la formación de ácido sulfónico en la HSA (Capítulo 7). 

2.7.2. Cuantificación de tioles 

Como se mencionó anteriormente, los tioles pueden reaccionar con disulfuros. Uno 

de los posibles métodos para cuantificar tioles es el método de Ellman, que consiste 

en hacer reaccionar el tiol con 5,5′-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) para dar 5-

tio-2-nitrobenzoato (TNB) y un disulfuro mixto (Esquema 2.2) [319]. 

 

Esquema 2.2. Reacción de un tiolato con DTNB para dar TNB y un disulfuro mixto. 

El TNB así formado es cuantificado por espectroscopía electrónica (UV-Visible) a 

412 nm, longitud de onda a la que esta especie absorbe con un coeficiente de 

extinción de 14150 M−1 s−1, en tanto el DTNB, el tiol y el disulfuro mixto no presentan 

absorción. Como el equilibrio en estas reacciones en general está desplazado hacia 

la derecha –salvo en el caso de tioles excepcionalmente ácidos– y se suele agregar 

un exceso de DTNB, se considera que la concentración inicial de tioles es 

prácticamente igual a la concentración de TNB medida. Otro método similar de 

cuantificación de tioles es el de la ditiodipiridina (dtdpy), otro disulfuro que 

reacciona de forma más rápida con los tioles –incluso aquellos que son 

excepcionalmente ácidos– y de forma irreversible [319] formando un producto tiol 

4-mercaptopiridina que tautomeriza a una tiona, la 4-tiopiridona. En este trabajo de 

tesis se usó el método de Ellman para cuantificar tioles de HSA (Capítulos 4 a 8). 
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2.7.3. Dependencia de la cinética de reacción con la temperatura 

La ecuación de Arrhenius (Ecuación 2.134) vincula la constante de velocidad de la 

reacción, k, con la temperatura, T: 

𝑘 = 𝐴𝑒−
𝐸a
𝑅𝑇 (2.135) 

donde 𝐸a es la energía de activación de la reacción y A es un factor pre-exponencial 

característico de cada reacción. Transformando la Ecuación 2.135 a su forma 

logarítmica, queda: 

ln 𝑘 = ln 𝐴 −
𝐸a

𝑅
·

1

𝑇
 (2.136) 

Graficando ln k en función de 1/T (gráfico de Arrhenius) se puede determinar los 

valores de 𝐸a y A. La pendiente del gráfico corresponde a −𝐸a/𝑅 mientras que la 

ordenada en el origen corresponde a ln A. Este tipo de análisis se conoce como 

análisis de Arrhenius. 

Transformando la ecuación de Eyring-Polanyi (Ecuación 2.131) y combinándola con 

la Ecuación 2.116 se obtiene la siguiente ecuación: 

ln 𝑘 = ln
𝑘𝐵𝑇

ℎ
−

∆𝐻‡ − 𝑇∆𝑆‡

𝑅
·

1

𝑇
 

ln
𝑘

𝑇
= ln

𝑘𝐵

ℎ
+

∆𝑆‡

𝑅
−

∆𝐻‡

𝑅
·

1

𝑇
 

(2.137) 

Donde ∆𝐻‡ y ∆𝑆‡ son la entalpía y la entropía de activación de la reacción, 

respectivamente. Graficando ln k/T en función de 1/T (gráfico de Eyring) se puede 

obtener el valor de ∆𝐻‡ a partir de la pendiente (−∆𝐻‡/𝑅) y el valor de ∆𝑆‡ a partir 

de la ordenada en el origen (∆𝑆‡/𝑅 + 𝑘𝐵/ℎ). Este tipo de análisis se conoce como 

análisis de Eyring y se aplicó en la determinación de la entalpía de la reacción del tiol 

de HSA con H2O2 presentada en el Capítulo 5 de esta tesis. 

2.7.4. Separación de isoformas de HSA a nivel del residuo Cys34 

En los últimos años, se desarrolló un procedimiento cromatográfico 

(cromatoenfoque) para separar distintas isoformas de la HSA, de acuerdo a su punto 
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isoeléctrico (pI) [178]. Este procedimiento fue puesto a punto para separar 

isoformas de HSA oxidadas a nivel de Cys34 [320].  

El procedimiento consiste en hacer pasar la HSA por una columna de intercambio 

aniónico débil, aplicando un gradiente de pH externo. Considerando que el pI de la 

HSA es de alrededor de ~4.9, se aplica un gradiente de pH de negativo (disminuye 

el pH) partiendo de un pH de 5.35. Para ello se usa una mezcla de amortiguadores 

NH4Ac 0.01 M, el amortiguador A (pH 5.35) y el amortiguador B (pH 3.95). Se 

comienza con 100 % de amortiguador A, y se aumenta el porcentaje de 

amortiguador B hasta llegar a 40 %, llegando a un pH aproximado de 8.3. Las 

isoformas eluirán según su pI, de mayor a menor, por lo que es posible separarlas. 

Esta técnica permite separar isoformas cuyos valores de pI difieren en 0.02. 
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Figura 2.3. Cromatograma de HSA. El pico a corresponde a las isoformas HSA−SH, 
HSA−SOH y HSA−SX, mientras que el pico b corresponde a la isoforma HSA−SO2H. 
Los picos a’ y b’ corresponden a HSA a la que le faltan los dos primeros residuos. 

Dado que los ácidos sulfínicos son relativamente fuertes, se espera que la isoforma 

HSA−SO2H eluya antes que las isoformas HSA−SH, HSA−SOH y HSA−SX. En un 

cromatograma típico de HSA tratada con H2O2 se observan dos picos importantes 

(Figura 2.3), uno que corresponde a las isoformas HSA−SH, HSA−SOH y HSA−SX 

(pico a) y otro que corresponde a la isoforma HSA−SO2H (pico b), por lo que es 

posible cuantificar la formación de ácido sulfínico por este método. Los picos a’ y b’ 

son análogos a los picos a y b, pero corresponden a variantes de HSA a las que le 

faltan los dos primeros residuos. 
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En este trabajo de tesis se usó esta técnica para cuantificar el ácido sulfínico de la 

HSA, y el producto de decaimiento del ácido sulfénico (Capítulo 6).  
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo general 

En este trabajo se plantea abordar mediante un conjunto de técnicas experimentales 

y de modelado computacional la reactividad del tiol en Cys34 y la estructura y 

dinámica del entorno local de la albúmina sérica humana (HSA) y de su derivado 

oxidado, el ácido sulfénico. Asimismo, se plantea estudiar la interacción entre la 

glicación de la HSA y la oxidación del tiol. 

3.2. Objetivos específicos 

1. Estudiar la estructura y dinámica del entorno local del residuo Cys34 en HSA libre 

cuando éste se encuentra en las formas tiol y tiolato, y evaluar la acidez del tiol. 

2. Determinar los elementos que modulan la reactividad de Cys34 en HSA libre, 

elucidando aspectos del mecanismo y cinética de las reacciones de oxidación de 

este tiolato con peróxidos (H2O2 y HOONO). 

3. Estudiar la estructura y dinámica del entorno local del residuo Cys34 en HSA 

oxidada a las formas ácido sulfénico y sulfenato, aportando indicios sobre cuál 

podría ser el producto del decaimiento espontáneo, y evaluar la acidez del ácido 

sulfénico. 

4. Determinar los elementos que modulan la reactividad del sulfenato en Cys34 de 

HSA libre, elucidando aspectos del mecanismo y cinética de las reacciones de 

oxidación de este sulfenato con de la reacción del sulfenato de la HSA con H2O2,  

5. Validar esquemas de modelado QM/MM sustractivo y aditivo en la descripción 

del mecanismo de la reacción de oxidación del derivado sulfénico de HSA libre 

con H2O2. 

6. Estudiar el efecto de la glicación de HSA por glucosa en Lys195 y por metilglioxal 

en Arg410 sobre el entorno y reactividad del tiol en Cys 34 de HSA. 

7. Evaluar la influencia de la oxidación de Cys34 de HSA (en la forma de disulfuro 

mixto con Cys) sobre la tendencia a glicarse en residuos Arg y Lys. 

8. Caracterizar en forma computacional-experimental el proceso reactivo entre 

MGO con el tiol en Cys34 de HSA libre. 

  



80 
 

4. El entorno local del tiol de la HSA 

4.1. Antecedentes 

Como ya fue mencionado en la Sección 1.3.1, con respecto al entorno del residuo 

Cys34 en HSA−S(H), se cuenta con información estructural previa proveniente de 

experimentos cristalográficos, que muestran que el Sγ de Cys34 se encuentra 

ubicado en un hendidura del dominio I de la HSA, cercano a las cadenas laterales de 

los residuos ionizables Tyr84, Asp38 e His39 [147]. Además, en la literatura hay 

estudios de cinética (a 10 °C) a diferentes valores de pH para la reacción de HSA−SH 

con DTNB usando las mutantes Tyr84Phe e His39Leu y la proteína nativa [181], 

donde se observa que a pH entre 6 y 8, la reacción en la mutante Tyr84Phe es 

aproximadamente 4 veces más rápida que en HSA nativa, mientras que en His39Leu 

la reacción es más lenta. Al aumentar el pH a 10.2, la reacción es 170 veces más 

rápida en Tyr84Phe, mientras que en His39Leu la reacción es tres veces más rápida. 

Asimismo, se observa que el p𝐾a del tiol en ambas mutantes es 0.5 unidades mayor 

que en HSA nativa. Los autores plantearon que la reactividad del tiolato se vería 

principalmente modulada por interacciones del átomo Sγ de Cys34 con el grupo OHη 

de Tyr84 y en menor proporción por His39, no quedando claro en qué estado de 

ionización estaría presente este último residuo (se presume neutro en el rango de 

valores de pH estudiados).  No obstante lo anterior, y si bien se han realizado varios 

estudios de simulaciones MD de HSA abarcando escalas de tiempo que superan los 

100 ns [321-323], no se cuenta hasta el momento con información estructural y 

dinámica detallada del entorno de Cys34 en HSA en solución, ya que ninguno de 

estos trabajos está centrado en estudiar el entorno de Cys34.  

Por otro lado, tal como se mencionó en la Sección 1.3.1 existe controversia sobre el 

estado de protonación del Sγ, con valores de p𝐾a reportados para el tiol de Cys34 en 

de entre 5.0  y 8.8 [156, 179-183], aunque los experimentos más recientes sugieren 

valores de p𝐾a de alrededor de 8.1 [185]. Sin embargo, en todos estos trabajos, el 

p𝐾a se estimó de forma indirecta, exceptuando los experimentos de titulación UV-

visible, lo que da cierta robustez a dicho valor. 

Debido a esto, en función del Objetivo específico N.º 1, se estudió mediante 

simulaciones MD la estructura y dinámica mayores a 100 ns (sub-microsegundo) del 

entorno del residuo Cys34 en HSA−S(H), y también se intentó determinar el p𝐾a del 

tiol de Cys34 en forma directa usando espectroscopía infrarroja. 
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4.2. Metodología 

4.2.1. Dinámica molecular de HSA con el residuo Cys34 en las formas tiol y 

tiolato 

Partiendo de una estructura cristalográfica de HSA sin ligandos ni modificaciones 

(PDB: 1AO6, cadena A) [147] se construyeron dos sistemas, HSA con Cys34 tiol 

(HSA−SH) y con Cys34 tiolato (HSA−S−). Se determinó el estado de protonación a pH 

7.4 de residuos ionizables –excepto Cys34– y la posición del átomo de H unido al de 

N imidazólico en residuos His usando el servidor H++ [324]. S Se agregaron los 

átomos de H y enlaces disulfuro faltantes, solvatando los sistemas con cajas 

octaédricas truncadas de agua, extendidas hasta 12 Å alrededor de la proteína. Se 

neutralizó con iones Na+ (14 para HSA−SH y 15 para HSA−S−) con el módulo leap del 

programa AMBER 14 [325]. Previo a las dinámicas de producción, ambos sistemas 

se minimizaron siguiendo un protocolo por etapas: 500 pasos steepest descent (SD) 

con un potencial armónico de 500 kcal mol−1 Å−2 sobre los átomos de la proteína, 

más 500 pasos SD y 500 pasos CG sin restricciones; luego se calentó a 310 K (i.e. 100 

ps de MD clásica NVT, termostato de Langevin [326] con constantes de colisión y 

acoplamiento de T de 2 ps−1 y 1.0 ps, respectivamente) y se equilibró la densidad de 

cada sistema a 1 atm (i.e. 1 ns de MD clásica NPT, termostato de Langevin con 

constantes de colisión y acoplamiento de T de 2 ps−1 y 1.0 ps respectivamente, 

baróstato de Berendsen [298] con constante de acoplamiento de P de 1.0 ps). Las 

dinámicas de producción fueron simulaciones MD clásica de 200 ns en ensemble 

NPT, termostato de Berendsen [298] con constante de acoplamiento de temperatura 

de 10.0 ps, y el baróstato de Monte Carlo [302] con constante de acoplamiento de 

presión de 10.0 ps. Se usó el algoritmo SHAKE [327] para restringir enlaces y 

ángulos que involucran átomos de H y un paso de integración de 2 fs. Para las 

minimizaciones y MD se asignó el campo de fuerza AMBER ff99SB a los residuos de 

HSA y usaron los módulos pmemd y pmemd.cuda del programa AMBER 14, 

respectivamente. Las interacciones electrostáticas de larga distancia se trataron con 

el método Particle Mesh Ewald (PME) [305], cutoff de 8.0 Å. El análisis de trayectoria 

se realizó con el módulo cpptraj del programa AmberTools 15. Sobre los tramos 

convergidos de cada MD se realizó análisis de clustering con el algoritmo 

jerárquico-aglomerativo, agrupando las estructuras de cada sistema en 5 clusters, 

tomando como criterio de agrupamiento la desviación media cuadrática de los Cα 
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(Cα-RMSD) de los residuos 1-100, extrayendo estructuras representativas de los 

clusters con mayor población. 

4.2.2. Espectroscopia infrarroja (FT-IR) de HSA con Cys34 en estado reducido 

Preparación de soluciones de HSA con Cys34 en estado reducido. Se usó HSA de Sigma-

Aldrich, deslipidada por el método del carbón activado [328] y reducida por 

incubación con β-mercaptoetanol (10 mM) a T ambiente (t = 15 min.) y gel-filtrada 

en columnas PD10 (GE Healthcare) equilibradas con amortiguador de fuerza iónica 

constante (ácido acético 0.01 M; MES 0.01M; tris 0.02 M). Las muestras se 

concentraron por centrifugación a 12000 g usando concentradores VivaSpin 500 

(GE Healthcare), obteniéndose una solución muy viscosa con concentración de HSA 

de 3.84 mM (determinada por absorbancia a 279 nm, ε = 32579 M−1 cm−1, dilución 

10:1000) y concentración de tioles de 3.54 mM (determinada por el método de 

Ellman [319] en amortiguador pirofosfato 0.1 M pH 9, dilución 20:1000, t = 5 min). 

El pH de la solución se determinó usando papel pH (pH ~7) y electrodo de pH en 

una dilución 1:10 de la muestra (pH 6.8). Como control, una alícuota de la solución 

concentrada se alcalinizó hasta pH 8.8 con NaOH. 

Espectroscopía infrarroja de soluciones de HSA y glutatión. Se colocaron alícuotas de 

50 μL de las muestras de HSA entre dos ventanas de CaF2 sin separación. Se 

registraron espectros IR entre 2500 y 2600 cm−1 con un espectrofotómetro FT-IR 

Shimadzu IR Prestige 21. Para construir los espectros se acumularon 1000 

interferogramas con 4 cm−1 de resolución. Como blanco se utilizó el amortiguador 

HAc/MES/tris usado para preparar las soluciones de HSA. Como control –espectro 

infrarrojo de un tiol de bajo peso molecular– se hizo lo mismo con una solución de 

glutatión 6 mM en agua. Los experimentos de FT-IR se llevaron a cabo en el 

Laboratorio de Biomateriales del Instituto de Química Biológica, Facultad de 

Ciencias (UdelaR) bajo supervisión de los Dres. Santiago Botasini y Eduardo Méndez. 

4.3. Resultados y discusión 

4.3.1. Estructura y dinámica del entorno del residuo Cys34 de la HSA en las 

formas tiol y tiolato 

Los valores de la desviación cuadrática media de las posiciones de los carbonos α 

(Cα-RMSD) respecto al primer punto de la simulación se estabilizan a los 60 ns y a 

los 100 ns para las simulaciones de los sistemas HSA−SH y HSA−S− respectivamente, 
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lo que indica que las trayectorias se estabilizan en dichos tiempos. Dado esto, sólo 

se analizó el tramo comprendido entre 100 y 200 ns para ambos sistemas (Figura 

4.1A). Se observa que los valores de la fluctuación cuadrática media por residuo de 

las posiciones de los carbonos α (Cα-RMSF) son bajos –salvo en la región C-

terminal– para ambos sistemas (Figura 4.1B). Esto quiere decir que la estructura 

de la HSA es más bien rígida independientemente del estado de protonación de 

Cys34, con excepción de la región comprendida por los residuos 500-585 (región C-

terminal del subdominio IIIB). Entrando en detalle, en HSA−S− se observa una 

reducción en el Cα-RMSF –por lo tanto, una reducción en la flexibilidad– del loop en 

el que se encuentra Cys34 y en la región comprendida por los residuos 80-140. 

 

Figura 4.1. Cα-RMSD de los sistemas HSA−SH y HSA−S− a lo largo de la simulación 
(A); Cα-RMSF de los sistemas HSA−SH y HSA−S− en el intervalo comprendido entre 

100 y 200 ns (B). 

Del análisis de clustering de la trayectoria de HSA−SH (100-200 ns) se obtuvieron 

tres clusters con población significativa: c0 (45 %), c1 (32 %) y c2 (20 %). Las 

estructuras representativas de los clusters se muestran en la Figura 4.2. La 
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estructura representativa del cluster c0 corresponde a los intervalos en los que el 

átomo Sγ se encuentra en posición de formar enlaces de hidrógeno (EdH) actuando 

como aceptor desde el grupo HOη de Tyr84, al mismo tiempo que se encuentra en 

posición de formar enlace de hidrógeno –esta vez como dador– con el carboxilato de 

Asp38, puenteado por una molécula de agua. En los clusters c1 y c2 el EdH entre el 

Sγ y el OHη de Tyr84 no se encuentra presente, pero el EdH entre el tiol y el 

carboxilato sigue presente, puenteado por una (c1) y por dos (c2) moléculas de agua. 

 

Figura 4.2. Estructuras representativas de los clusters con población apreciable de 
la simulación de HSA−SH en el tramo comprendido entre 100 y 200 ns. 

Consistente con lo observado en las estructuras de los clusters, el análisis geométrico 

a lo largo de la trayectoria muestra que el EdH Cys34−Sγ⋯H−Oη−Tyr84 se 

encuentra presente solamente durante un 19 % del tiempo, mientras que el EdH 

Cys34−Sγ−H⋯OH2 se observa durante 64 % del mismo (Tabla 4.1). La presencia de 

esta última interacción en forma persistente plantea un posible camino para la 

desprotonación del tiol. 
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Tabla 4.1. Ocupación de presuntos EdH relevantes en el entorno de Cys34 durante 
el intervalo comprendido entre 100-200 ns de las simulaciones de HSA−S(H)  

Enlace de hidrógenoa Ocupaciónb 

HSA–SH  

SγCys34⋯H–OηTyr84 19 % 

SγCys34−H⋯OH2 64 % 

SγC34⋯H–OH’ 47 % 

SγCys34–H⋯O(H)–H’⋯Oδ(1,2)Asp38 43 % 

NεHis39–H⋯O=CLeu31 69 % 

NεHis39–H⋯O=CLeu24 18 % 

HSA–S–  

SγCys34⋯H–OηTyr84 86 % 

SγCys34⋯H–OH’  381 % 

SγCys34⋯H–O–H’⋯Oδ(1,2)Asp38 107 % 

NεHis39–H⋯O=CLeu31 61 % 

NεHis39–H⋯O=CCys34 16 % 
a Criterio de corte de distancia D⋯A de 4 Å y de ángulo D−H⋯A de 120°. b La ocupación se 
define como el porcentaje del tiempo que la interacción está presente. Valores de más del 
100 % indican interacciones con más de una molécula de agua.  

 

Figura 4.3. Evolución de la superficie expuesta al solvente del Sγ de Cys34 en los 
sistemas HSA−SH (A) y HSA−S− (B). Evolución de las distancias SγCys34⋯OηTyr84 y 

SγCys34⋯HηTyr84 en los sistemas HSA−SH (C) y HSA−S− (D). 
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Con respecto a la exposición al solvente, el Sγ de Cys34 presenta en HSA-SH valores 

de superficie de exposición al solvente (SASA) que varían a lo largo del tiempo 

(Figura 4.3A), habiendo intervalos en los que el átomo Sγ se encuentra 

moderadamente expuesto (valores de SASA promedio de 20-30 Å2) y otros en los 

que se encuentra oculto (valores de SASA promedio menores a 5 Å2), lo cual es 

consistente con la baja tendencia del grupo −SH a formar enlaces de hidrógeno 

fuertes, que tiene origen en la posibilidad de rotación del enlace Cα−Cβ de Cys34 

(Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Evolución del ángulo torsional definido por el enlace Cα−Cβ de Cys34 
en el tramo comprendido entre 100 y 200 ns de la dinámica de HSA−SH. 

En HSA−S−, el análisis estructural muestra un cluster (c0) principal, con una 

población de 68 %. La estructura representativa de c0 (Figura 4.5A) muestra que 

el átomo Sγ se encuentra formando EdH con el grupo OHη de Tyr84, y con moléculas 

de agua, que actúan como puente con el carboxilato de Asp38 (W1 y W2) y con el 

carbonilo del backbone de Gln33 (W3). Asimismo, la estructura de c0 muestra que 

el Sγ se encuentra protegido en una hendidura (Figura 4.5B), lo que explicaría que 

no se observe la formación de dímeros HSA−SS−HSA. Esto también explicaría la 

observación de que frente a moléculas grandes como el DTNB, el tiol de Cys34 

reacciona de forma lenta en comparación a tiolatos de bajo peso molecular  [156, 

329], debido al impedimento que representa tal ubicación para una aproximación 

adecuada al Sγ. Siendo consistente con el análisis de clustering, el análisis de 

parámetros geométricos a lo largo de la trayectoria de la simulación muestra que el 

EdH Cys34−Sγ⋯HOη−Tyr84 se encuentra presente el 86 % del tiempo y que el 
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átomo de Sγ forma EdH con más de una molécula de agua durante el intervalo 

estudiado (Tabla 4.1). Respecto a la accesibilidad al solvente del Sγ, superados los 

115 ns de simulación de MD éste presenta un valor de exposición al solvente 

moderado (valores de SASA promedio de alrededor de 30 Å2, Figura 4.3C) debido a 

la formación del enlace de hidrógeno con el OHη (Figura 4.3D). 

 

Figura 4.5. (A) Estructura representativa del entorno de Cys34 en HSA−S− extraída 
del cluster mayoritario del análisis del tramo 100-200 ns de la simulación de MD. 

(B) Ubicación de Cys34 en la superficie molecular, coloreada por elemento. 

Estos resultados sugieren que Tyr84 cumple un papel fundamental modulando la 

accesibilidad del tiolato a otras especies reactivas del medio, además de 

estabilizarlo. Esto es consistente con los experimentos de mutagénesis mencionados 

al abrir este capítulo, que ya se señaló dieron pie para considerar que Tyr84 tiene 

un rol fundamental en modular la reactividad y acidez de Cys34, dado que la 

mutación Tyr84Phe aumenta el pKa de Cys34 y la reactividad del tiolato frente a 

DTNB [181]. Por otro lado, la carga negativa de Asp38 podría desestabilizar al 

tiolato, a menos que, como se plantea previamente en este capítulo a partir de los 

hallazgos estructurales, sea el destino del protón del tiol que lo neutraliza, en un 

camino de desprotonación de Cys34 mediado por una o dos moléculas de agua. En 

la albúmina sérica bovina (BSA), la posición de Asp38 la ocupa un glutamato [182], 

el cual es más flexible y puede alejarse del Sγ. En BSA el pKa de Cys34 es algo menor 

que en HSA. 
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Figura 4.6. Evolución temporal de las distancias relevantes para un presunto EdH 
entre el NHε de His39 y el O carbonílico de Leu31 en los tramos de 100 a 200 ns de 

las dinámicas de HSA−SH (A) y HSA−S− (B). 

Con respecto al grupo imidazol de His39, del cual se había sugerido que podría tener 

un rol modulando las propiedades de Cys34 [181], a partir de los estudios de esta 

tesis, se llega a que el mismo parece tener un papel estructural tanto en HSA−SH 

como en HSA−S−, estableciendo EdH con el carbonilo del backbone de Leu31 

(OLeu31⋯H−Nε2His39, Figura 4.6, Tabla 4.1) y estabilizando así el loop en el que se 

encuentra Cys34 entre dos α-hélices (una de ellas contiene a Asp38 ) y manteniendo 

a Asp38 en posición adecuada para formar parte de la red de EdH (que involucra 1-3 

moléculas de agua) y pronto para recibir el protón del tiol. En tanto en HSA−S− este 

EdH estructural entre His39 y el backbone de Leu31 está presente a lo largo de todo 

el tramo convergido de la simulación (y tiene una ocupación de 61 %) alterna en la 

función de enganche estableciendo también un EdH con el carbonilo de Cys34 

(ocupación 16 %). En HSA−SH se aprecia que la interacción OLeu31⋯H−Nε2His39 se 

interrumpe en el tramo comprendido entre 145 y 165 ns, durante el cual el grupo 

imidazol de His39 se encuentra formando EdH con el carbonilo de Leu24 (ocupación 

18%, Tabla 4.1). 
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4.3.2. Espectroscopía infrarroja del tiol de la HSA 

En el espectro infrarrojo de la HSA a pH ~7 (Figura 4.7A), específicamente en la 

derivada segunda de la absorbancia respecto al número de onda, se encontró una 

señal a 2553 cm−1 (Figura 4.7B), la cual fue asignada al estiramiento del enlace S−H 

del tiol de Cys34, teniendo en cuenta datos reportados en proteínas, incluyendo HSA 

[316-318] así como el espectro infrarrojo de glutatión a pH 7.4 (Figura 4.8). En un 

control de HSA a pH 8.8 (Figura 4. 7C) no se observó dicha señal. 

 

Figura 4.7. Espectro infrarrojo de HSA−SH 3.54 mM (RSH) en amortiguador 
HAc/MES/tris 0.01/0.01/0.02 M pH ~7 (A). Derivada segunda del espectro 

infrarrojo de HSA−SH a pH ~7 (B) y a pH ~8.8 (C). 
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No obstante, no se pudo obtener datos cuantitativos precisos, debido a varios 

factores tales como la baja intensidad de la banda del estiramiento S−H –que además 

llevó a que se usaran muestras de HSA muy concentradas, por lo tanto, viscosas y 

difíciles de manejar–, el ruido característico de los espectros infrarrojos en solución 

acuosa, la imposibilidad de medir el pH de manera precisa –debido a la viscosidad– 

y a que no se pudo usar un paso óptico constante. Sin embargo, estos resultados son 

consistentes con experimentos de reactividad del tiol frente a H2O2 dependiente del 

pH y titulación por espectroscopía UV-visible que sugieren un valor de p𝐾a de 8.1 

para el tiol de la HSA [185] y que fueron realizados en el Laboratorio de Enzimología 

(Facultad de Ciencias, Universidad de la República) en forma previa a los estudios 

de esta tesis. 

 

Figura 4.8. Espectro infrarrojo de glutatión 6 mM en agua (A) y derivada segunda 
de la absorbancia respecto al número de onda (B). 

4.4. Conclusiones 

En esta sección se presentaron los resultados del abordaje del estudio del entorno 

de Cys34 en las formas tiol (HSA−SH) y tiolato (HSA−S−) desarrollado mediante 

simulaciones de dinámica molecular y experimentos de espectroscopía infrarroja 

del tiol de la HSA.  
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Con respecto a HSA−SH, se determinó que el grupo SHγ se encuentra próximo a los 

residuos Tyr84 y Asp38 y levemente expuesto al solvente. Durante la mayor parte 

del tiempo, el grupo tiol establece EdH con moléculas de agua presentes en la 

hendidura que lo alberga que con alta frecuencia actúan como puentes entre el SH y 

el carboxilato de Asp38, proporcionando un camino para la desprotonación aún 

dentro del entorno protegido y poco accesible en que se encuentra este tiol. En 

HSA−S−, se observa que el tiolato se encuentra moderadamente expuesto al solvente, 

formando EdH con el hidroxilo de Tyr84 (el cual se presume modula reactividad y 

basicidad del tiolato) y con moléculas de agua que lo estabilizan interactuando con 

el backbone de Gln33 y el carboxilato de Asp38. Por otro lado, si bien His39 no 

establece interacciones directas con el tiol(ato), tiene un papel estructural 

estabilizando el loop donde se ubica Cys34. 

De la espectroscopía infrarroja, si bien no se pudo obtener resultados cuantitativos, 

sí se puede decir que Cys34 a pH 7 se encuentra fundamentalmente en la forma tiol, 

mientras que a pH 8.8 se encuentra en la forma tiolato.  

Todos estos resultados ayudan a comprender en profundidad la estructura y 

dinámica del entorno de Cys34 en las formas tiol y tiolato, y explican y apoyan 

resultados experimentales previos que sugieren un p𝐾a de 8.1 para el tiol de la HSA. 
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5. Oxidación del tiol de la HSA por peróxidos 

5.1. Antecedentes 

Como se mencionó en la Sección 1.1.3, se cuenta con numerosos estudios de 

modelado de la reacción de tiolatos, tanto de bajo peso molecular como proteicos, 

con peróxidos. En líneas generales los mismos sugieren que estas reacciones siguen 

un mecanismo tipo SN2. En el caso particular de la reacción con H2O2 se han 

reportado cálculos de trayectorias a partir de simulaciones QM/MM o bien de 

caminos de reacción IRC determinados a nivel QM para este tipo de procesos donde 

ha sido puesta en evidencia –con mayor o menor atención a discutir origen e 

implicancias de este fenómeno- la presencia de transferencias protónicas post-estado 

de transición entre el ácido sulfénico formado tras la sustitución nucleofílica y el 

grupo hidroxilo saliente como parte del mecanismo global de estos procesos [36-39, 

41]. En general, como resultado combinado de la reacción SN2 y esas transferencias 

protónicas, se suele llegar a obtener agua y sulfenatos como productos. Para el caso 

particular de la enzima peroxirredoxina 5 (Prdx5) se ha aportado por su parte 

evidencia acerca de una segunda transferencia protónica que ocurriría desde el 

grupo guanidinio de un residuo Arg127 altamente conservado en el sitio activo hacia 

el sulfenato resultante de la primera transferencia protónica, formando finalmente 

un ácido sulfénico y un grupo guanidino [38]. Por su parte, cuando el peróxido es el 

ácido peroxinitroso (HOONO) en la reacción con cisteína libre no se observa la 

transferencia protónica, y los productos son ácido sulfénico y NO2
−  [40]. 

En esta parte de los estudios de la tesis, en función del Objetivo específico N.º 2, se 

modeló a nivel QM/MM la reacción de oxidación del tiolato de Cys34 de HSA por dos 

hidroperóxidos diferentes: H2O2 y ácido peroxinitroso, teniendo especialmente en 

cuenta el entorno cercano a Cys34. También se realizó para la reacción con H2O2 un 

estudio cinético a distintas temperaturas. 

5.2. Metodología 

5.2.1. Preparación de los sistemas reactivos QM/MM 

Los complejos iniciales HSA-H2O2 y HSA-HOONO se construyeron a partir de la 

estructura representativa del cluster más poblado en la simulación MD de HSA−S−. 

Se eliminaron moléculas de agua e iones Na+ y por docking manual se colocó una 

molécula de H2O2 o HOONO en posición de formar EdH con el átomo Sγ de Cys34. 
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Se solvató con una caja octaédrica de agua TIP3P extendida hasta 12 Å alrededor de 

la proteína, neutralizando con 15 iones Na+ con la utilidad leap de AMBER 14 [325]. 

Luego, se minimizó la energía de cada sistema (10000 pasos SD aplicando 

restricciones sobre la proteína y H2O2/HOONO y 5000 pasos SD seguidos de 5000 

pasos CG del sistema sin restricciones) usando el módulo pmemd de AMBER 14. Se 

describieron los residuos estándar de HSA con el campo de fuerza ff99SB, mientras 

que el H2O2 y el HOONO se describieron con el campo de fuerza gaff y sus cargas MM 

se determinaron usando el procedimiento RESP [277]. 

5.2.2. Cálculos QM/MM 

Para modelar la reacción a nivel QM/MM, se utilizó el método ONIOM(QM:MM) 

implementado en Gaussian 09 [330]. La región QM está comprendida por Cys34 y 

Pro35 completos, backbone de Gln33, cadena lateral de Tyr84 y cuatro moléculas de 

agua cercanas, junto a H2O2 en HSA-H2O2 (o residuos Cys34 y Pro35, backbone de 

Gln33, cadena lateral de Tyr84 y tres moléculas de agua cercanas junto a HOONO en 

HSA-HOONO) y la región MM comprende el resto del sistema. Se eliminaron las 

moléculas de agua ubicadas a más de 12 Å de cualquier átomo QM. Se optimizaron 

parcialmente con el algoritmo de Schlegel [288] las estructuras de reactivos (RC), 

estado de transición (TS) y productos (PC) al nivel ONIOM-ME (B3LYP/6-

31+G(d):AMBER96) flexibilizando únicamente la posición de los átomos de la región 

QM y residuos con átomos ubicados hasta 8 Å de los primeros. La naturaleza de las 

especies se verificó por análisis de valores propios del hessiano analítico. La 

termoquímica a 298 K y 1 atm se calculó mediante el análisis de modos normales de 

vibración, usando aproximaciones usuales de la termodinámica estadística. Para 

conectar el TS con RC y PC se calculó el camino de reacción IRC [292] usando el 

algoritmo EulerPC [296]. Dado que el acoplamiento QM-MM se evalúa aquí a nivel 

MM, las cargas parciales de los átomos de la región QM se actualizaron (calculadas 

con el procedimiento RESP [277]), y se optimizó la geometría nuevamente. Para 

mejorar la estimación energética, se aplicaron cálculos single-point ONIOM-

EE(MP2/6-311++G(3df,2p):AMBER96) sobre las estructuras optimizadas. 

Asimismo, para estudiar cambios sobre la densidad electrónica y evaluar el grado 

de asincronía de los procesos involucrados en la reacción en el TS, se obtuvieron 

cargas atómicas NPA e índices de enlace de Wiberg (WBI) a partir de un análisis de 

orbitales naturales de enlace NBO realizado a nivel single-point B3LYP/6-31+G(d) 

sobre el sistema modelo con los enlaces de frontera cerrados con átomos de enlace 



94 
 

(hidrógeno). El grado de avance de la reacción, X, se calculó usando la Ecuación 5.1 

[331]: 

𝑋 =
𝐵TS − 𝐵RC

𝐵PC − 𝐵RC
 (5.1) 

Donde BTS, BRC y BPC son los índices de enlace WBI para TS, RC y PC, respectivamente. 

5.2.3. Cinética de la reacción de HSA−S− con H2O2 

Se incubó HSA reducida y deslipidada (0.173-0.238 mM; 0.100-0.190 mM RSH) con 

H2O2 (2.22 mM) en amortiguador fosfato (0.05 M, pH 7.4, 0.1 mM dtpa) a distintas 

temperaturas (25, 30, 35 °C). Se tomaron alícuotas a intervalos de tiempo crecientes, 

se detuvo la reacción con catalasa (actividad 0.46 s−1 [332], suficiente para 

descomponer 90 % del H2O2 en 5 s)  y se midieron las concentraciones de tioles 

usando el método de Ellman y a partir de éstas se determinaron las constantes de 

velocidad de pseudo-primer orden, 𝑘obs. Las constantes de velocidad de segundo 

orden independientes del pH, k, se calcularon asumiendo un valor de p𝐾a de 8.1 para 

HSA−SH: 

𝑘 =
𝑘obs

[H2O2]
·

1

1 + 10p𝐾a−pH
 (5.2) 

A partir de los valores de k se realizaron análisis de Arrhenius y de Eyring para 

determinar los valores de la entalpía, ∆𝐻‡, y entropía, ∆𝑆‡, de activación. 

5.3. Resultados y discusión 

5.3.1. Reacción del tiolato de la HSA con H2O2 

La reacción ocurre a través de un mecanismo SN2, con un estado de transición lineal 

(TS, Figura 5.1) que involucra la formación del enlace Sγ−Oprox y la ruptura del 

enlace Oprox−Odist. Se trata de un proceso ligeramente asíncrono a nivel del TS, ya que 

la ruptura del enlace Oprox−Odist se encuentra ligeramente más avanzada (X = 0.49) 

que la formación del enlace Sγ−Oprox (X = 0.40), como muestran los índices de enlace 

de Wiberg para dichos pares de átomos (Tabla 5.1). 
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Figura 5.1. Estructuras del entorno de Cys34 y el H2O2 en los puntos estacionarios 
(RC, TS, PC) de la reacción de HSA−S− con H2O2 optimizadas al nivel de teoría 

ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96). Los valores entre paréntesis 
corresponden a entalpías a 298 K calculadas al nivel ONIOM-EE-(MP2/ 

6-311++G(3df,2p):AMBER96)// ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96). 

Respecto a la red de EdH, a nivel del TS se pierde el enlace de hidrógeno establecido 

entre los átomos de Hprox y Sγ, que está presente en RC, mientras que la fuerza del 

resto de los enlaces de hidrógeno que involucran al tiolato en Sγ y/o a la molécula 

de H2O2 varía de forma poco significativa, como muestran los índices de enlace de 

Wiberg correspondientes (Tabla 5.1). 

Es de resaltar que se observa la presencia de un hombro en el perfil energético 

analizado a lo largo del camino de reacción IRC (Figura 5.2A). El mismo está 

asociado a una transferencia protónica post-estado de transición de Oprox a Odist, 

según muestra la evolución de las distancias Oprox⋯Hprox y Hprox⋯Odist a lo largo del 

mismo (Figura 5.2B), por lo que los productos de esta reacción con HSA son 

sulfenato y agua (PC, Figura 5.1) en lugar de ácido sulfénico y anión hidróxido como 

se determinó peviamente en nuestro grupo para el caso de la peroxirredoxina Prdx5 

[38]. El comportamiento del tiol de HSA es en este sentido similar a lo que muestran 
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trabajos previos de modelado de la reacción de tioles de bajo peso molecular con 

H2O2  [36, 37, 39], lo cual es consistente con que el anión hidróxido es una base 

fuerte (pKa = 15.7), mientras que los sulfenatos son bases relativamente débiles (pKa 

= 7.5 en el caso de cisteínsulfenato [42]). 

Tabla 5.1. Distancias (Å)a e índices de enlace de Wiberg (a.u., en negrita)b de pares 
de átomos seleccionados para los puntos estacionarios de la reacción entre HSA−S− 

y H2O2. 

Par atómico RC TS PC 

Coordenada de reacción 

Sγ−Oprox 3.17/0.039 2.27/0.459 1.61/1.085 

Oprox−Odist 1.46/1.005 1.84/0.529 2.63/0.031 

Enlaces de H 

Sγ⋯Hprox 2.19/0.124 2.42/0.004 2.90/0.004 

Sγ⋯HηTyr84 2.14/0.139 2.15/0.125 2.22/0.108 

Sγ⋯HW1 2.32/0.080 2.50/0.047 2.47/0.066 

Odist⋯HW2 2.05/0.031 1.78/0.074 1.84/0.060 

Odist⋯HW3 1.95/0.037 1.79/0.063 1.84/0.052 

Hdist⋯OW4 1.79/0.072 2.02/0.032 1.95/0.041 

OW1⋯H’W2 1.92/0.039 2.21/0.014 2.03/0.025 

H’W4⋯OGln33 1.79/0.051 1.83/0.041 1.83/0.042 

H’W1⋯OδAsp38 1.68c 1.61c 1.65c 
a Al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6/31+G(d):Amber96). b Sobre la región QM al nivel B3LYP/6-
31+G(d) c WBI no calculado debido a que Asp38 se ubica en la región MM. 

De manera similar a lo que se observa en la enzima Prdx5 [38], se observa un 

aumento en la nucleofilia del tiolato de HSA hasta llegar a un máximo en el punto del 

IRC donde la coordenada de reacción vale −3.0 Bohr, disminuyendo posteriormente 

hasta llegar al TS (Figura 5.2C). 
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Figura 5.2. Evolución de la energía ONIOM (A), de los parámetros estructurales 
relevantes (B) y de la nucleofilia del tiolato de Cys34 (C), dada por 𝜀HOMO, a lo largo 

del camino de reacción IRC calculado al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6-
31+G(d):AMBER96) para la reacción de HSA−S− con H2O2.  

Con respecto a las barreras de activación, los valores calculados para ∆𝐻‡ y ∆𝐺‡ de 

la reacción con HSA son 12.9 y 14.2 kcal mol−1, respectivamente, lo que indica que la 

misma tiene un costo entrópico asociado (−𝑇∆𝑆‡) de 1.3 kcal mol−1, que 

posiblemente se deba al ordenamiento de las moléculas de agua en el sitio de 

reacción. Paralelamente se realizó el estudio experimental de la cinética de la 

reacción a distintas temperaturas. Del análisis de Arrhenius (Figura 5.3) se obtiene 

un valor de energía de activación, 𝐸𝑎, de 13.1 ± 1.3 kcal mol−1, que se traduce en un 

valor de ∆𝐻‡ de 13.7 ± 1.3 kcal mol−1 a 298 K, por lo que los valores provenientes 

del modelado y el experimento son consistentes entre sí (la diferencia es de apenas 

0.8 kcal mol−1). 

Del análisis de Eyring (Figura 5.3, inserto) se obtiene un valor de ∆𝑆‡ de −11.3 ± 4.3 

cal mol−1 K−1, que se traduce en un costo entrópico de 3.4 ± 1.3 kcal mol−1 a 298 K, 

llevando a un valor de ∆𝐺‡ de 17.1 ± 1.8 kcal mol−1. En este caso el valor calculado 

se desvía del valor experimental en mayor medida (2.9 kcal mol−1) pero corresponde 

señalar que la determinación experimental de ∆𝑆‡ es más propensa a acumular un 

error mayor, porque depende de los valores de la k independiente del pH (el de ∆𝐻‡ 
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se puede obtener a partir de valores de 𝑘𝑜𝑏𝑠) y además se obtiene extrapolando a 

1/T = 0. De todas formas, el signo de ∆𝑆‡ es consistente con el obtenido para la 

misma magnitud evaluada por modelado computacional, marcando una 

coincidencia semi-cuantitativa entre teoría y experimento. 

 

Figura 5.3. Gráficos de Arrhenius y de Eyring (inserto) para la reacción entre 
HSA−SH (0.173-0.238 mM; 0.100-0.190 mM RSH) y H2O2 (2.22 mM) a 25, 30 y 35 

°C. Los símbolos corresponden a los promedios de ln k determinados en 4-5 
experimentos independientes. Las constantes k fueron determinadas siguiendo la 

reacción (en amortiguador fosfato 0.05 M pH 7.4) por la disminución en la 
concentración de tioles y asumiendo un valor de p𝐾a de 8.1 para HSA−SH. 

Con respecto a la redistribución de densidad electrónica (Tabla 5.2), a nivel del TS 

se observan cambios importantes de dirección opuesta sobre Odist (Δq = −0.263 a.u.) 

que aumenta y sobre el Sγ (Δq = +0.372 a.u.) que disminuye. También se observa un 

aumento de menor magnitud (Δq = −0.118 a.u.) sobre Oprox. Fenómenos similares se 

observan en tiolatos de bajo peso molecular y proteicos [38, 39, 41]. 

Tabla 5.2. Cargas atómicas NPA (a.u.) sobre átomos seleccionados para los puntos 
estacionarios de la reacción de HSA−S− con H2O2, calculadas sobre la región QM al 

nivel B3LYP/6-31+G(d). 

Átomo RC TS PC 

Sγ –0.564 –0.192 +0.454 

Oprox –0.517 –0.645 –1.032 

Odist –0.580 –0.843 –1.085 

Hprox +0.486 +0.513 +0.536 

Resumiendo, a grandes rasgos, la reactividad del tiolato de la HSA es similar a la de 

los tiolatos de bajo peso molecular, principalmente debido a la falta de 

características de sitio activo que tiene el entorno de Cys34 para estabilizar 
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diferencialmente al TS. En enzimas especializadas para catalizar esta reacción (i.e. 

peroxirredoxinas como Prdx5), el sitio activo presenta un residuo de Thr y un 

residuo Arg altamente conservados [333]. En las peroxirredoxinas, el grupo 

guanidinio del residuo Arg conservado interactúa con el H2O2 mediante enlaces de 

hidrógeno, y la carga positiva del primero, estabilizaría diferencialmente al TS, que 

concentra mayor densidad electrónica en Odist [38, 41]. Por otro lado, en Prdx5, el 

Hprox se encuentra formando EdH con el residuo Thr44 en lugar de hacerlo 

directamente con el Sγ, y dicho EdH se encuentra presente aún en el TS, lo cual no 

sucede en HSA. Más aún, el modelado ONIOM(QM:MM) de la reacción 

correspondiente en una Prdx5 mutante Thr44Val, muestra un aumento en la energía 

libre de activación y EdH entre el H2O2 y el tiolato (S. Portillo-Ledesma y E. L. Coitiño, 

comunicación personal, sin publicar) en forma consistente con el comportamiento 

cinético determinado experimentalmente para la misma [38]. El entorno de Cys34 

en la HSA no presenta las características típicas de los sitios activos en proteínas 

eficientes frente a la reducción de H2O2, molécula que llega a un sitio de reacción 

bastante ordenado en la hendidura alrededor del tiolato (que está protegido por una 

red de EdH con moléculas de agua que puentean con Asp38 y una interacción directa 

con Tyr84) y forma EdH solamente con moléculas de agua y el Sγ de Cys34. Estos 

aspectos podrían explicar por qué las peroxirredoxinas son tan eficientes y el tiol de 

la HSA se comporta como un tiol ordinario. 

5.3.2. Reacción del tiolato de la HSA con ácido peroxinitroso 

Al igual que la reacción con H2O2, la reacción ocurre a través de un mecanismo SN2, 

con un estado de transición lineal (TS, Figura 5.4) e involucra la formación del 

enlace Sγ−Oprox y la ruptura del enlace Oprox−Odist. La reacción es asíncrona a nivel 

del TS, estando más avanzada la ruptura del enlace Oprox−Odist que la formación del 

enlace Sγ−Oprox, como muestran los índices de enlace de Wiberg para dichos pares 

de átomos (Tabla 5.3). También se observan durante la reacción el fortalecimiento 

del enlace Odist−N y el debilitamiento del enlace N−ONO. No se observa transferencia 

protónica post-TS, a diferencia de lo que ocurre en la reacción análoga con H2O2, por 

lo que los productos son ácido sulfénico y nitrito (Figura 5.4)., similar a lo 

observado en la reacción de cisteína con HOONO Esta diferencia probablemente se 

deba a que a diferencia del ion hidróxido, el nitrito (p𝐾a= 3.3) probablemente sea 

una base mucho más débil que los sulfenatos (p𝐾a = 7.5 para el ácido 

cisteinsulfénico).  



100 
 

 

Figura 5.4. Estructuras del entorno de Cys34 y el HOONO en los puntos 
estacionarios (RC, TS, PC) de la reacción de HSA−S− con HOONO optimizadas al 

nivel de teoría ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96). Los valores entre 
paréntesis corresponden a entalpías a 298 K calculadas al nivel ONIOM-EE-(MP2/ 

6-311++G(3df,2p):AMBER96)// ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96). 

 

Respecto a la red de enlaces de hidrógeno (Tabla 5.3), se observa un debilitamiento 

importante del enlace de hidrógeno entre Sγ y el Hprox (−0.176 a.u.) a nivel del TS 

con respecto a RC, mientras que el resto no sufre cambios relevantes. La entalpía de 

activación a 25 °C es 9.8 kcal mol−1, 3.1 kcal mol−1 más baja que para la reacción con 

H2O2. Esto puede deberse a la naturaleza del grupo saliente, el nitrito, que es una 

base mucho más débil que el anión hidróxido. Asimismo, se observa un costo 

entrópico muy pequeño de 0.6 kcal mol−1, la mitad de lo observado para la reacción 

con H2O2, que da lugar a una energía libre de activación de 10.4 kcal mol−1. A partir 

de un valor experimental de k de 3.8 × 103 M−1 s−1 (pH 7.4, 37 °C) [160], asumiendo 

valores de p𝐾a de 8.1 para el tiol y 6.8 para el HOONO, usando la Ecuación 2.133, se 

estima un valor de energía libre de activación de 11.0 kcal mol−1, lo que indica que 

el valor obtenido a partir del modelado es consistente con los datos experimentales. 
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Tabla 5.3. Distancias (Å)a e índices de enlace de Wiberg (a.u., en negrita)b de pares 
de átomos seleccionados para los puntos estacionarios de la reacción entre HSA−S− 

y HOONO. 

Par atómico RC TS PC 

Coordenada de reacción 

Sγ−Oprox 3.01/0.065 2.74/0.178 1.66/0.964 

Oprox−Odist 1.43/0.967 1.57/0.750 2.66/0.034 

Odist−N 1.39/1.110 1.31/1.289 1.27/1.472 

N−ONO 1.19/1.849 1.21/1.730 1.25/1.562 

Enlaces de H 

Sγ⋯Hprox 1.97/0.247 2.29/0.071 2.25/0.007 

Sγ⋯HηTyr84 2.12/0.142 2.12/0.140 2.28/0.092 

Sγ⋯HW1 2.52/0.049 2.52/0.051 2.71/0.027 

Odist⋯HW2 2.21/0.016 2.24/0.015 1.89/0.048 

ONO⋯HW3 2.07/0.023 2.13/0.021 1.90/0.053 

H’W1⋯OδAsp38 1.67 1.64 1.63 
a Al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6/31+G(d):Amber96) 
b Sobre la región QM al nivel B3LYP/6-31+G(d) 

5.4. Conclusiones 

En esta sección se modelaron a nivel QM/MM las reacciones del tiolato de la HSA 

(HSA−S−) con dos peróxidos distintos, por un lado el H2O2 y por otro el ácido 

peroxinitroso (HOONO). Asimismo, se realizó un estudio cinético dependiente de la 

temperatura de la reacción de HSA−S− con H2O2 para validar los resultados del 

modelado QM/MM. 

Ambas reacciones siguen un mecanismo SN2, con un estado de transición lineal. En 

la reacción con H2O2 se observa una transferencia protónica post-estado de 

transición, análogamente a lo observado en tiolatos de bajo peso molecular y en 

otras proteínas y que no se observa en la reacción con HOONO. Esto se debe 

posiblemente a que el NO2
− (p𝐾a = 3.3 para el HNO2) es una base mucho más débil 

que el sulfenato (p𝐾a = 7.5 para Cys−SOH), mientras que el OH− (p𝐾a = 15.7 para 

el H2O) es una base mucho más fuerte. En ambas reacciones se observa el 

debilitamiento o la ruptura del EdH entre el Sγ y el peróxido del RC, que se observa 

también en los RCs de las mismas reacciones en tiolatos de bajo peso molecular, pero 

que no se observa el RC de la reacción del tiolato de Prdx5 con H2O2, en la que el 

H2O2 está formando EdH con el OH de Thr44. 
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Respecto a la energética, las entalpías de activación a 298 K son 12.9 kcal mol−1 para 

la reacción con H2O2, y 9.8 kcal mol−1 para la reacción con HOONO. La entalpía de 

activación determinada por el estudio cinético a distintas temperaturas de la 

reacción H2O2 de 13.7 kcal mol−1 a 298 K valida el valor obtenido por QM/MM. 

Ambas reacciones tienen un costo entrópico asociado, siendo los valores de la 

energía libre de activación a 298 K de 14.2 kcal mol−1 para la reacción con H2O2 y 

10.4 kcal mol−1 para la reacción con HOONO.  Por otro lado, el valor de la energía 

libre de activación que se estima de datos experimentales previos (para la reacción 

con HOONO) es de 11.0 kcal mol−1 a 310 K, de nuevo encontrándose consistencia 

entre el modelado computacional y los trabajos experimentales. 

En resumen, el tiolato de la HSA reacciona con peróxidos como un tiolato ordinario, 

debido a la falta de características de sitio activo, es decir, residuos que formen EdH 

con el grupo saliente, y cargas positivas a este último (que es de carga positiva), que 

sí se observan en otras proteínas cuyo tiolato reacciona de forma mucho más rápida 

con H2O2, como las peroxirredoxinas, que tienen barreras de reacción más bajas. 
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6. El entorno local del ácido sulfénico de la HSA: 
Estructura y dinámica 

6.1. Antecedentes 

Como se mencionó anteriormente, HSA−S− puede reaccionar con peróxidos para dar 

un ácido sulfénico de vida media relativamente larga [154], el cual puede seguir tres 

destinos: reaccionar con un tiolato de bajo peso molecular (k = 21.6 M−1 s−1 a 37°C y 

pH 7.4 para la reacción con cisteína [165]) para dar un disulfuro mixto, reaccionar 

de forma irreversible con un peróxido (k = 0.4 M−1 s−1 a 37°C y pH 7.4 para la 

reacción con H2O2 [56]) dando un ácido sulfínico, o decaer espontáneamente (k = 

1.7 × 10−3 s−1 a 37°C y pH 7.4 [165]) a un producto no caracterizado (HSA−SX).  Tanto 

experimentos de reactividad con TNB dependientes del pH como el seguimiento del 

decaimiento espontáneo a distintos valores de pH muestran un aumento en la 

reactividad al disminuir el pH [185], lo que sugieren que la especie reactiva en estos 

casos sería el ácido sulfénico. En cambio, en las reacciones de otros ácidos sulfénicos 

(i.e. AhpE y ácido 9-fluoro-10-tripticensulfénico) con H2O2 se ve un aumento en la 

reactividad al aumentar el pH [52, 54], lo que apunta a que en este caso la especie 

reactiva es el sulfenato, que actuaría como nucleófilo.  

Con respecto a la estructura del entorno del ácido sulfénico, debido al decaimiento 

espontáneo del ácido sulfénico, y a la dificultad de cristalización de la HSA, no se 

cuenta con estructuras de HSA con Cys34 en la forma ácido sulfénico. 

Respecto a la acidez del ácido sulfénico de la HSA, al momento no se cuenta con un 

valor de la constante de acidez. Tanto la reactividad frente a TNB como la constante 

de velocidad del decaimiento espontáneo aumentan a valores de pH menores a 5, lo 

que sugiere un valor de p𝐾a menor a 5 [185]. No obstante, esto puede deberse a una 

transición de la HSA, o al cambio en el estado de protonación de un residuo vecino 

(e.g. Asp38). 

En esta sección, en función del Objetivo específico N.º 3, se estudió la estructura y 

dinámica del entorno de Cys34 en las formas ácido sulfénico y sulfenato, arrojando 

luz sobre interacciones que pueden modular la reactividad y la acidez del ácido 

sulfénico, y también una idea de cuál podría ser el producto del decaimiento 

espontáneo. También se intentó determinar el valor del p𝐾a del ácido sulfénico 

teniendo en cuenta los aspectos mencionados anteriormente. 
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6.2. Metodología 

6.2.1. Simulaciones de dinámica molecular 

Se consideraron dos sistemas, HSA con Cys34 en la forma ácido sulfénico 

(HSA−SOH) y HSA con Cys34 en la forma sulfenato (HSA−SO−). Como estructuras de 

partida se tomaron las estructuras de los productos de las reacciones de HSA−S− con 

H2O2 (HSA−SO−) y con HOONO (HSA−SOH). Para preparar los sistemas y llevar a 

cabo las simulaciones MD se siguió el protocolo seguido en la Sección 4.2.1, 

exceptuando que los estados de protonación ya estaban previamente asignados, y 

que la extensión de las simulaciones fue 600 ns para HSA−SOH y 400 ns para 

HSA−SO−. Dado que los residuos ácido cisteinsulfénico y cisteinsulfenato no están 

definidos en el campo de fuerza ff99SB, resulta necesario parametrizarlos, lo que se 

describirá a continuación. 

6.2.2 Parametrización de residuos no estándar: ácido sulfénico y sulfenato 

Para parametrizar los residuos se construyeron las moléculas ácido N1-acetil-N2-

metilcisteinamida-sulfénico y N1-acetil-N2-metilcisteinamida-sulfenato, las cuales 

fueron optimizadas y verificadas (mediante análisis de valores propios del 

hessiano) en presencia de agua como solvente implícito (modelo continuo IEF-PCM 

[310] incluyendo componentes no electrostáticas; cavidades construidas usando los 

radios de Bondi [312]) al nivel B3LYP/6-31+G(d). Luego, las cargas parciales fueron 

calculadas usando el procedimiento RESP [277]. Luego con la utilidad residuegen del 

programa AmberTools 15 [325] se definió el residuo no estándar de acuerdo al 

Esquema 6.1. Los parámetros de enlaces, ángulos y diedros se obtuvieron del 

campo de fuerza ff99SB, mientras que los parámetros faltantes se obtuvieron del 

campo de fuerza gaff. 

 

Esquema 6.1. Definición del residuo modificado. 
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6.2.3. Determinación de la constante de acidez del ácido sulfénico de la HSA 

6.2.3.1. Generalidades de la técnica: cromatoenfoque 

Junto a Matías Deambrosi, y en el contexto de su Tesina de Graduación de la 

Licenciatura en Bioquímica (Laboratorio de Enzimología, Facultad de Ciencias, 

UdelaR) [320], se intentó determinar el p𝐾a del ácido sulfénico por reactividad 

frente a H2O2 a distintos valores de pH. Se usaron las aproximaciones de punto final 

y de velocidades iniciales. Para ello fue necesario cuantificar las fracciones e HSA– SX 

y HSA−SO2H. Esto sse realizó usando el procedimiento cromatográfico 

(cromatoenfoque) descrito en la Sección 2.7.4 [178, 320]. Las muestras de HSA se 

eluyeron por una columna de intercambio aniónico débil de alta resolución TSKgel 

DEAE-5PW (75 × 8 mm; tamaño de partícula 10 μm; Tosoh Bioscience LLC), usando 

un cromatógrafo HPLC Agilent Inifinty 1260. Para la elución se aplicó un gradiente 

de pH externo usando dos amortiguadores NH4Cl 0.01 M (amortiguador A: pH 5.35; 

amortiguador B: pH 3.95). Partiendo de 100 % de A, se realizó un gradiente de 0 a 

40 % de B en 60 minutos. 

6.2.3.2. Aproximación de punto final 

Esta aproximación asume que el decaimiento espontáneo requiere que el ácido 

sulfénico esté en forma neutra, mientras que para reaccionar con el H2O2, el ácido 

sulfénico debe encontrarse desprotonado (Esquema 6.2). 

 

Esquema 6.2. Ionización, decaimiento espontáneo y oxidación del ácido sulfénico 
de la HSA por H2O2. 

Cuando dos reacciones de (pseudo)primer compiten (en este caso la oxidación del 

ácido sulfénico y el decaimiento espontáneo, Esquema 6.2), el cociente de las 

concentraciones de productos (en este caso HSA−SO2H y HSA−SX) equivale al 

cociente de las constantes de velocidad de (pseudo)primer orden dependientes del 

pH ([H2O2]𝑘ox
′  y 𝑘dec

′ ): 
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[HSA– SO2H]

[HSA– SX]
=

[H2O2]𝑘ox
′

𝑘dec
′  (6.1) 

Las constantes dependientes del pH pueden escribirse en función de las constantes 

independientes del pH (𝑘ox y 𝑘dec): 

𝑘ox
′ =  

[HSA– SO−]

[HSA– SOH]0
𝑘ox 

𝑘dec
′ =  

[HSA– SOH]

[HSA– SOH]0
𝑘dec 

(6.2) 

entonces se puede escribir la ecuación 6.1 de forma que dependa de las 

concentraciones de HSA– SOH y HSA– SOH: 

[HSA– SO2H]

[HSA– SX]
=

[H2O2]𝑘ox

𝑘dec
·

[HSA– SO−]

[HSA– SOH]
 (6.3) 

Teniendo en cuenta que el cociente de concentraciones se puede vincular con el p𝐾a 

y el pH:  

[HSA– SO−]

[HSA– SOH]
=

𝐾a

[H+]
= 10pH−p𝐾a (6.4) 

entonces se puede escribir la ecuación 6.1 como función del pH 

[HSA– SO2H]

[HSA– SX]
=  𝐴 · 10pH−p𝐾a  

𝐴 =
[H2O2]𝑘ox

𝑘dec
 

(6.5) 

Entonces se puede graficar el cociente de las concentraciones (que es igual al 

cociente de concentraciones, [HSA−SO2H]/[HSA−SX]) en función del pH ajustando a 

la función de la ecuación 6.5 y así obtener el p𝐾a. 

El experimento se llevó a cabo de la siguiente manera: primero se preformó el ácido 

sulfénico incubando HSA reducida y deslipidada (0.59 mM, 0.95 RSH/HSA) con H2O2 

4 mM durante 4 min (37 °C, amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 mM; luego las 

muestras se incubaron durante 30 min con H2O2 4 mM en HAc/MES/tris 0.15 

M/0.15 M/0.30 M a distintos valores de pH a 37 °C; y finalmente se determinaron 

las fracciones de HSA−SO2H y HSA−SX usando el procedimiento cromatográfico 

descrito en la Sección 2.7.4 usando el protocolo descrito en el Apartado 6.2.3.1. El 
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cociente [HSA−SO2H]/[HSA−SX] se graficó en función del pH ajustando a la función 

de la Ecuación 6.5.  

6.2.3.2. Aproximación de velocidades iniciales  

En esta aproximación, también se asume que la especie que reacciona con el H2O2 

es el sulfenato. La concentración de sulfenato se relaciona con el p𝐾a de acuerdo a la 

ecuación 6.6: 

 [HSA– SO−] =
1

1 + 10p𝐾a−pH
[HSA– SOH]0 (6.6) 

La velocidad inicial, 𝑣0, se escribe como: 

𝑣0 = 𝑘ox[HSA– SO−][H2O2] (6.7) 

Sustituyendo queda: 

𝑣0 = 𝑘ox

[HSA– SOH]0

1 + 10p𝐾a−pH
[H2O2] (6.8) 

Finalmente, la concentración de HSA−SO2H se puede relacionar con 𝑣0: 

[HSA– SO2H] = 𝑣0𝑡 (6.9) 

Sustituyendo, la concentración de HSA−SO2H se puede relacionar con el pH y el p𝐾a: 

[HSA– SO2H] = [HSA– SOH]0[H2O2]𝑡
1

1 + 10p𝐾a−pH
 (6.10) 

Dividiendo la ecuación 6.10 por la concentración de HSA total, [HSA], se puede 

relacionar la fracción de ácido sulfínico, [HSA−SO2H]/[HSA] con el pH y el p𝐾a: 

[HSA–SO2H]

[HSA]
= 𝐴

1

1 + 10p𝐾a−pH
 

𝐴 =
[HSA– SOH]0[H2O2]𝑡

[HSA]
 

(6.11) 

Si se usa la misma concentración de H2O2 y se detiene la reacción a iguales valores 

de t, entonces la Ecuación 6.11 pasa a ser una función del pH. Entonces, ajustando 

a esta función, es posible determinar el valor del p𝐾a del ácido sulfénico. 

El experimento fue llevado a cabo de la siguiente manera: en primer lugar, se 

preformó el ácido sulfénico incubando HSA reducida y deslipidada (0.59 mM, 0.95 

RSH/HSA) con H2O2 4 mM durante 8 min (25 °C, amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 
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mM); luego la muestra se mezcló con H2O2 en HAc/MES/tris 0.15 M/0.15 M/0.30 M 

a distintos valores de pH (entre 5 y 8), siendo las concentraciones usadas de HSA y 

H2O2 respectivamente 0.219 mM y 30 mM, y a los 20 s la reacción se detuvo con 

catalasa (k’ = 0.46 s−1 para descomponer el 90 % del H2O2 a los 5 s [332]) con el fin 

de que la formación de ácido sulfínico HSA−SO2H sea igual o menor al 20 %; y 

finalmente la fracción de HSA−SO2H, [HSA−SO2H]/[HSA], se determinó usando el 

usando el procedimiento cromatográfico descrito en la Sección 2.7.4 usando el 

protocolo descrito en el Apartado 6.2.3.1. Los valores de [HSA−SO2H]/[HSA] en 

función del pH se graficaron de acuerdo a la función dada por la Ecuación 6.11. 

6.3. Resultados y discusión 

6.3.1. Dinámica de HSA−SOH  

La simulación converge a los 380 ns, como indica el gráfico de Cα-RMSD (Figura 

6.1). 
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Figura 6.1. Evolución temporal del Cα-RMSD de la simulación MD de HSA−SOH. 

Con respecto a la accesibilidad al solvente del ácido sulfénico, el Sγ de Cys34SOH se 

encuentra oculto, con valores promedio de SASA de entre alrededor de 5 Å2 (Figura 

6.2A), lo que, junto con lo observado para HSA−S−, puede explicar por qué la 

formación de dímeros HSA−S−S−HSA y HSA−S(O)−S−HSA es un evento muy 

infrecuente [334-336]. 
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Figura 6.2. Exposición al solvente del Sγ del ácido sulfénico formado en la HSA en 
el intervalo comprendido entre 380 y 600 ns (A). Distancias entre el OHδ del ácido 

sulfénico y los Oδ de Asp38 en el tramo comprendido entre 380 y 600 ns (B). 

Respecto a la red de EdH del ácido sulfénico, se observa que durante 93 % del tramo 

convergido de la simulación, el OHδ sulfénico se encuentra formando enlace de 

hidrógeno con los Oδ del carboxilato de Asp38 (Tabla 6.1; Figura 6.2B), y también 

formando EdH con moléculas de agua, un 10 % del tiempo actuando como dador y 

un 43 % actuando como aceptor (Tabla 6.1). La presencia de este enlace de 

hidrógeno explicaría el aumento en la reactividad del ácido sulfénico frente a TNB a 

valores de pH menores a 5 [185], ya que al protonarse el carboxilato (se asume un 

p𝐾a de ~4 para un residuo Asp ordinario [337]) se pierde una carga negativa, lo que 

estabilizaría el estado de transición, el cual se presume tiene carga negativa. La 

proximidad de Asp38 y la baja exposición al solvente del Sγ explicarían por qué el 

ácido sulfénico no es demasiado reactivo frente a tiolatos, y su larga vida media 

[165]. 
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Tabla 6.1. Ocupación de presuntos enlaces de hidrógeno en el tramo convergido 
de la dinámica de HSA−SOH. 

Enlace de hidrógenoa Ocupaciónb 

Asp38−Oδ(1,2)⋯HOδ−Cys34 93 % 

H2O⋯HOδ−Cys34 10 % 

Cys34−Oδ⋯H−O−H 43 % 

His39>Nδ1⋯H−O(H)⋯H−N<Cys34 75 % 

His39>Nε2−H⋯O=Gln24 69 % 
a Criterio de corte de distancia D⋯A de 3.5 Å y de ángulo D−H⋯A de 120°. b La ocupación se 
define como el porcentaje del tiempo que la interacción está presente.  

 

Figura 6.3. Distancia entre el Nε de Gln33 y el Sγ de Cys34 durante el tramo de la 
simulación de HSA−SOH comprendido entre 380 y 600 ns (A); distancia entre el N 
peptídico y el Sγ de Cys34 durante el tramo de la simulación comprendido entre 

380 y 600 ns (B). 

También se observa que, por momentos el Nε de Gln33 se acerca al Sγ a distancias 

menores a 4 Å (Figura 6.3A), lo que apoya la idea de que el producto de decaimiento 

del ácido sulfénico sería una sulfenilamida formada con el grupo amida de Gln33, 
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como fue sugerido por Grigoryan et al. [166], aunque con muy pobre evidencia 

experimental. No obstante, el N peptídico de Cys34 se encuentra a una distancia de 

entre 3.0 y 3.6 Å del Sγ durante todo el tramo convergido de la simulación (Figura 

6.3B). Este N podría atacar al Sγ. Aunque la formación de un ciclo de 4 miembros no 

suele estar favorecida, no debe descartarse esta hipótesis. Experimentos de 

espectrometría de masas (L. Turell y B. Álvarez, comunicación personal, sin 

publicar) muestran que el producto de decaimiento es una modificación en la 

secuencia Leu31-Gln32-Gln33-Cys34, lo que es consistente con ambas hipótesis. 

 

Figura 6.4. Estructura representativa del cluster más poblado (c0, población 73 %) 
del tramo convergido de la dinámica de HSA−SOH. Los números en cursiva 

corresponden a distancias interatómicas (en Å). 

El análisis de clustering muestra un cluster mayoritario (c0, población 73 %) cuya 

estructura representativa se muestra en la Figura 6.4. Esta estructura muestra al 

Oδ del ácido sulfénico formando EdH con uno de los Oδ del carboxilato de Asp38, y 

un EdH –puenteado por una molécula de agua– entre el NH peptídico de Cys34 y el 

Nδ1 imidazólico de His33. Este EdH está presente un 75 % del tiempo de la 

simulación (Tabla 6.1), lo que podría favorecer la formación de una sulfenilamida 

con el N peptídico de Cys34, en un proceso catalizado por el imidazol de His39 que 

actuaría como base, desprotonando el NH y aumentando la nucleofilia del grupo 

amida. Más aún, un trabajo de modelado QM/MM de Dokainish y Gauld [338] 

propone un mecanismo similar para el decaimiento del ácido sulfénico de la PTP1B 

a una sulfenilamida, en el grupo amida peptídico de un residuo vecino es 

desprotonado por un residuo Glu –a través de una molécula de agua–, junto con la 

protonación del O de dicha amida por un residuo básico, mejorando así la nucleofilia 
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del N peptídico, que ataca nucleofílicamente al Sγ del ácido sulfénico, formándose 

así una sulfenilamida protonada en el O amida, la cual es desprotonada de nuevo por 

un residuo básico.  

Por otro lado, el grupo imidazol de His39 también tendría un papel estructural ya 

que se encuentra formando EdH con el carbonilo de Leu24 un 69 % del tiempo 

(Tabla 6.1). 

6.3.2. Dinámica de HSA−SO− 

La simulación converge a los 100 ns, como muestra el gráfico de Cα-RMSD (Figura 

6.5). 
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Figura 6.5. Evolución temporal del Cα-RMSD de la simulación MD de HSA−SO−. 

Respecto a la accesibilidad al solvente del Sγ, se observa que éste presenta una 

exposición al solvente variable, entre baja y moderada, con valores promedio de 

SASA de 5-15 Å2, llegándose a picos de hasta 35 Å2 (Figura 6.6A). Durante gran 

parte de la simulación el Oδ del sulfenato se encuentra formando enlace de 

hidrógeno con el OHη de Tyr84 (ocupación 57 %, Tabla 6.2), sin embargo, este 

enlace de hidrógeno es lábil (Figura 6.6B), por lo que se espera que los efectos de 

Tyr84 sobre la reactividad del sulfenato sean mucho menos importantes que en 

HSA−S−. Coincide que, los períodos en los que el Sγ se encuentra más expuesto al 

solvente es cuando dicho EdH no se encuentra presente. 
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Tabla 6.2. Ocupación de presuntos enlaces de hidrógeno en el tramo convergido 
de la dinámica de HSA−SO−. 

Enlace de hidrógenoa Ocupaciónb 

Cys34−Oδ⋯HOη−Tyr84 57 % 

Cys34−Oδ⋯H−O−H 384 % 

Cys34−Oδ⋯H−O−H⋯Oδ(1,2) −Asp38 110 % 
a Criterio de corte de distancia D⋯A de 3.5 Å y de ángulo D−H⋯A de 120°. b La ocupación se 
define como el porcentaje del tiempo que la interacción está presente.  

 

Figura 6.6. Evolución de la superficie expuesta al solvente del Sγ durante el 
intervalo de 100 a 400 ns de la dinámica de HSA−SO−(A). Evolución de las 

distancias entre el Oδ del sulfenato y el OHη de Tyr84. 

El análisis de clustering muestra dos clusters con población importante (Figura 6.7), 

c0 (población 58 %) y c1 (población 30 %).  El cluster c0 se corresponde con los 

tramos en los que el sulfenato forma EdH con el OH de Tyr84 –y el Sγ se encuentra 

menos expuesto al solvente–, mientras que el cluster c1 se corresponde con los 

tramos en los que este EdH no se observa –y el Sγ se encuentra más expuesto–. En 

c1 se observa que el sulfenato forma EdH puenteados por moléculas de agua con 



114 
 

Asp38, lo cual se observa en un tramo importante de la simulación (Tabla 6.2). 

Estos resultados sugieren que Asp38 podría tener un rol en la modulación de la 

reactividad del sulfenato. 

 

Figura 6.7. Estructura representativa de los clusters más poblados (c0, población 
58 %; c1, población 30 %) del tramo convergido de la dinámica de HSA−SO−. Los 

números en cursiva corresponden a distancias interatómicas (en Å). 

6.3.3. Determinación del pKa del ácido sulfénico 

6.3.3.1. Aproximación de punto final 

Usando esta aproximación, descrita en el Apartado 6.3.3.2, se graficó el cociente de 

las fracciones de HSA−SO2H y de HSA−SX (que es igual a [HSA−SO2H]/[HSA−SX]), 

en función del pH. En primer lugar, el gráfico (Figura 6.8) muestra que, al aumentar 

el pH, la formación de HSA−SO2H es mayor. En segundo lugar, el gráfico arroja un 

valor de p𝐾a de 7.61, si se ajustan los puntos a la función dada por la Ecuación 6.5. 

Sin embargo, en el gráfico no se tuvo un buen ajuste. Contrariamente a lo que se 

esperaría, no se observa una tendencia a cero al ir a valores de pH más ácidos. De 

acuerdo a la Ecuación 6.12: 

δ𝑞

|𝑞|
=

δ𝑥

|𝑥|
+

δ𝑦

|𝑦|
 

𝑞 =
[HSA– SO2H]

[HSA– SX]
 

(6.12) 

cuando un cociente 𝑞 tiende a cero o a infinito, el error relativo del mismo, δ𝑞/|𝑞|, 

tiende a infinito, por lo que esta aproximación no es muy robusta. Entonces se 

decidió seguir con la aproximación de velocidades iniciales. 
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Figura 6.8. Gráfico de [HSA−SO2H]/[HSA−SX] en función del pH. Se preformó el 
ácido sulfénico incubando HSA reducida y deslipidada (0.59 mM, 0.95 RSH/HSA) 

con H2O2 4 mM durante 4 min (37 °C, amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 mM), 
luego las muestras se incubaron durante 30 min con H2O2 4 mM en HAc/MES/tris 

0.15 M/0.15 M/0.30 M a distintos valores de pH a 37 °C y se determinaron las 
fracciones de HSA−SO2H y HSA−SX por cromatoenfoque 

6.3.3.2. Aproximación de velocidades iniciales 

Usando esta aproximación, descrita en el Apartado 6.3.3.2, se graficó de la relación 

[HSA−SO2H]/[HSA] en función del pH sugiere un valor de p𝐾a  de 7.58 (Figura 6.9). 

No obstante, los dos últimos puntos no satisfacen la condición de velocidad inicial 

(formación de ácido sulfínico menor o igual al 20 %), por lo que este valor de p𝐾a  

debe tomarse como un límite máximo. Si se toman los 5 primeros puntos y se ajustan 

a la función definida en la Ecuación 6.11, fijando el factor A en 0.2 (20 % de 

formación de ácido sulfínico) se estima un valor de p𝐾a de 7.02 ± 0.38.  

A pesar de que no fue posible determinar un valor de p𝐾a, estos resultados indican 

que encuentra en el intervalo de entre 7.0 y 7.6, contrario a lo que sugieren trabajos 

previos de reactividad del ácido sulfénico de la HSA frente a TNB que sugieren un 

valor de p𝐾a  menor a 5 [185]. Como muestra el análisis de la dinámica molecular de 

HSA−SOH (Sección 6.3.1), el aumento en la reactividad a pH menores a 5 puede 

atribuirse al cambio en la protonación de Asp38 (el p𝐾a de la cadena lateral de un 

residuo Asp ordinario es de ~4 [337]) que se encuentra formando EdH con el ácido 

sulfénico durante toda la simulación. 



116 
 

 

Figura 6.9. Gráfico de la relación entre HSA en la forma ácido sulfínico y HSA total, 
[HSA−SO2H]/[HSA] en función del pH (A). El mismo gráfico se realizó eliminando 

los dos últimos puntos y fijando el valor de A en 0.2 (B). Se preformó HSA−SOH 
incubando HSA (0.59 mM, 0.95 RSH/HSA) con H2O2 4 mM durante 8 min (25 °C, 
amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 mM), luego la muestra se mezcló con H2O2 en 

HAc/MES/tris 0.15 M/0.15 M/0.30 M a distintos valores de pH (Tubo: [HSA] = 
0.219 mM; [H2O2] = 30 mM), y a los 20 s la reacción se detuvo con catalasa (k’ = 

0.46 s−1). La fracción de HSA−SO2H se determinó por cromatoenfoque. 

6.4. Conclusiones 

En primer lugar, se estudió la estructura y dinámica del entorno del ácido sulfénico 

de la HSA. La baja exposición al solvente del Sγ y la presencia de un EdH entre el 

ácido sulfénico y el carboxilato de Asp38 explicarían por qué la formación de 

dímeros HSA−S−S−HSA o HSA−S(=O)−HSA es un evento raro [334-336]. Por otro 

lado, se observó que el NH peptídico de Cys34 se encuentra cercano al Sγ y, además, 

el NH forma un EdH puenteado por una molécula de agua con el imidazol de His39, 

lo que podría sugerir la formación de una sulfenilamida cíclica, aunque se trataría 

de un anillo de cuatro miembros. Asimismo, también se observó que por momentos 
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el grupo amida de Gln33 se acerca al Sγ, por lo que este grupo amida sería otro 

candidato a reaccionar con el ácido sulfénico. 

En segundo lugar, se estudió la estructura y dinámica del entorno del sulfenato de 

la HSA. El EdH con Tyr84 observado en las simulaciones de HSA−S− es mucho más 

lábil, por lo que el rol de dicho residuo sería menos importante. No obstante, Asp38 

sigue cercano al sulfenato, por lo que dicho residuo aún podría tener un rol 

modulando la reactividad del sulfenato. 

En tercer lugar, en experimentos realizados en conjunto con Matías Deambrosi, en 

los que se analizaron las isoformas de HSA a nivel de Cys34 mediante 

cromatoenfoque, se estimó que el p𝐾a del ácido sulfénico de la HSA tiene un valor 

de entre 7.0 y 7.6, siendo consistente con los resultados de las simulaciones MD y 

con el hecho de que la isoforma ácido sulfénico coeluye con la isoforma tiol en los 

experimentos de cromatoenfoque [178]. El aumento de la reactividad del ácido 

sulfénico frente a DTNB  –como electrófilo– a valores de pH menores a 5 [185] puede 

deberse a un cambio en la protonación del carboxilato de Asp38. 
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7. Oxidación de ácidos sulfénicos 

7.1. Antecedentes 

Como se mencionó anteriormente, los ácidos sulfénicos pueden oxidarse por 

reacción con peróxidos para dar ácidos sulfínicos, los cuales a su vez pueden 

oxidarse a ácidos sulfónicos. La oxidación de ácidos sulfénicos a ácidos sulfínicos, 

también conocida como sobreoxidación de tioles, es de especial relevancia biológica, 

ya que generalmente los ácidos sulfínicos no pueden reducirse a ácidos sulfénicos 

por reacción con tioles, por lo que en general se trata de un proceso irreversible. 

Esto quiere decir que, una vez que un residuo de Cys con función catalítica o 

señalizadora se sobreoxida, éste pierde su función. Una excepción la constituyen 

algunas peroxirredoxinas, cuyo ácido sulfínico puede reducirse a ácido sulfénico por 

la reacción con un tiol, a expensas de una molécula de ATP, catalizada por las 

sulfirredoxinas. Con respecto a la HSA, alrededor de un 2 % de la HSA circulante se 

encuentra en las formas HSA−SO2H y HSA−SO3H [144], las cuales no pueden ser 

reducidas a HSA−SOH. 

Con respecto al mecanismo de la oxidación de ácidos sulfénicos por H2O2, se cuenta 

con escasa información, principalmente debido a que se trata de intermediarios de 

vida corta. Especialmente en sistemas de bajo peso molecular, esta reacción es difícil 

de estudiar ya que los ácidos sulfénicos reaccionan con tioles, y también 

autorreaccionan. 

Trabajos de modelado computacional asumen un mecanismo SN2, en el que el 

sulfenato actúa como nucleófilo, atacando por el S [33, 58]. Esto es apoyado por 

datos experimentales que muestran un aumento en la reactividad del ácido 

sulfénico de la AhpE y del ácido 9-fluoro-10-tripticensulfénico frente a H2O2 al 

aumentar el pH [52, 54] y además, por el hecho de que la reacción de este último con 

H 
2

2O2 no presenta efectos cinéticos isotópicos del solvente cuando la reacción se 

estudia en metanol deuterado [54]. 

No obstante, no se ha considerado un ataque nucleofílico del O del sulfenato, ni la 

posibilidad de un ataque nucleofílico del HO2
− sobre el ácido sulfénico. Por otro lado, 

no se cuenta con antecedentes del modelado de la oxidación de ácidos sulfénicos en 

proteínas. 
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En función de los Objetivos específicos N.º 4 y 5, en esta sección se plantea 

explorar mecanismos alternativos para la oxidación de ácidos sulfénicos, con el fin 

de establecer cuál es el mecanismo más probable, y además modelar la reacción en 

el contexto de la HSA. 

7.2. Metodología 

7.2.1. Estudio DFT del mecanismo oxidación de un ácido sulfénico de bajo 

peso molecular por H2O2 

Como modelo de bajo molecular de un ácido sulfénico proteico se utilizó el ácido N1-

acetil-N2-metilcisteinamida-sulfénico (Esquema 7.1A). 

 

Esquema 7.1. Ácido N1-acetil-N2-metilcisteinamida-sulfénico (A), mecanismos 
propuestos para la reacción de ácidos sulfénicos con H2O2 (B). 

Para tener una primera idea de que estado de protonación es más reactivo se 

calcularon descriptores de la reactividad (nucleofilia del grupo funcional, 𝑠𝑔
−; 

energía del orbital KS ocupado de mayor energía, 𝜀HOMO; función de Fukui 

nucleofílica condensada, 𝑓k
−) al nivel B3LYP/6-31+G(d). Luego se procedió a 

modelar la reacción del ácido sulfénico con H2O2 al nivel considerando cuatro 

mecanismos alternativos (Esquema 7.1B): ataque nucleofílico del S del sulfenato, 

1, sobre el H2O2 para dar sulfenato, 3 (A); ataque nucleofílico del O de 1, sobre el 

H2O2 para dar persulfenato, 4 (B1), que rearreglaría a 3 (B2); (C) ataque nucleofílico 

del anión hidroperóxido (HO2
−) sobre el S del ácido sulfénico, 2, para dar 4 (C1), el 

cual rearreglaría a 3 (C2); y ataque nucleofílico del S del ácido sulfénico, 2, sobre el 
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H2O2 para dar ácido sulfínico, 5 (D). Para ello se optimizaron (usando el algoritmo 

de Schlegel [288]) y verificaron (mediante el análisis de valores propios del 

hessiano, ver Sección 2.3.1) las estructuras de reactivos, estados de transición, 

productos y complejos de reactivos y de productos al nivel B3LYP/6-31+G(d) [255, 

268], implementado en Gaussian 09 [330]. La termoquímica a 298 K fue calculada 

mediante el análisis de modos normales vibracionales y usando las aproximaciones 

usuales de la termodinámica estadística. Para conectar las estructuras de estados de 

transición con las de los complejos de reactivos y de productos se realizaron cálculos 

de camino de reacción IRC usando el algoritmo HPC [296]. Para evaluar los cambios 

en la distribución de la densidad electrónica y la asincronía de la reacción, se 

realizaron cálculos NBO y de índices de enlace de Wiberg. Para obtener una mejor 

descripción de la energética, se realizaron cálculos single-point al nivel B3LYP/6-

311++G(3df,2p).  Los efectos del solvente fueron introducidos mediante el modelo 

continuo IEF-PCM [310], considerando componentes electrostáticas y no 

electrostáticas, usando agua como solvente (ε = 78.3) y los radios de Bondi para 

construir las cavidades, y se consideraron para todos los cálculos (optimizaciones 

de geometría y cálculos single point). 

7.2.2. Preparación de sistemas de HSA para QM/MM 

Los sistemas se prepararon siguiendo el protocolo descrito en la Sección 5.2.1, 

usando los dos clusters más poblados (c0 y c1) de la simulación de HSA−SO−. Se 

construyeron dos modelos, el modelo 1, construido a partir de c0, y el modelo 2, 

construido a partir de c1. En lugar de remover las moléculas de agua ubicadas a más 

de 12 Å de los residuos y moléculas que definen la región QM (cadenas laterales de 

Cys34 y Tyr84, H2O2 y cuatro moléculas de agua vecinas en el modelo 1; cadena 

lateral de Cys34, H2O2 y cinco moléculas de agua vecinas en el modelo 1) se 

eliminaron únicamente las que se encontraban a más de 15 Å de dicha región. 

7.2.3. Modelado del mecanismo oxidación del ácido sulfénico de la HSA por 

H2O2 usando un esquema de QM/MM aditivo 

Para los cálculos QM/MM se usó el programa ChemShell 3.4 [339], que actúa como 

interfaz entre los programas Gaussian 09 [330] y DL_POLY [340]. La región QM 

comprende los grupos de átomos mencionados en la sección anterior, mientras que 

la región MM comprende el resto del sistema. Las estructuras de reactivos (RC), 

estado de transición (TS) y complejo de productos (PC) se optimizaron (usando el 
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método RFO [285, 286]) y verificaron (mediante el análisis de valores propios del 

hessiano, ver Sección 2.3.1) usando para la región QM el nivel de teoría B3LYP/6-

31+G(d). Para conectar el TS con RC y PC, se realizó un muestreo de la coordenada, 

ξ, definida por: 

𝜉 =  𝑑(Sγ, Oprox) − 𝑑(Oprox, Odist) (7.1) 

El muestreo se realizó de −2 a 1.2 Å con un tamaño de paso de 0.1 Å. Para obtener 

una mejor descripción de la energética, se realizaron cálculos single-point usando el 

nivel B3LYP/6-311++G(3df,2p) para la región QM. En todos los casos se usó el 

campo de fuerza AMBER ff99SB para la región clásica. El esquema de QM/MM usado 

fue el esquema aditivo usando embedding electrónico. A fin de comparar ambos 

modelos se realizó un cálculo single-point con regiones QM idénticas y no se 

observaron cambios en la energética. El modelado QM/MM con ChemShell se 

realizaron en el marco de una pasantía en el Departament de Química de la 

Universitat Autònoma de Barcelona, bajo la supervisión de los Dres. Àngels 

González-Lafont y Josep Maria Lluch. 

7.2.4. Modelado ONIOM del mecanismo oxidación del ácido sulfénico de la 

HSA por H2O2 

Se partió de la estructura del TS del modelo 1, para la cual se calcularon las cargas 

MM (usando el procedimiento RESP [277]) de la región QM, y se optimizó la 

geometría del TS al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96) [276] 

implementado en Gaussian 09 [330]. Dado que el acoplamiento QM-MM se trató al 

nivel MM, dicha estructura se le recalcularon las cargas MM mediante el 

procedimiento RESP [, se la reoptimizó y verificó. Luego se realizó (al mismo nivel 

de teoría) un cálculo de camino de reacción IRC usando el algoritmo EulerPC [296] 

para obtener estructuras de partida de RC y PC. Las estructuras de éstos fueron 

optimizadas, las cargas MM de la región QM fueron recalculadas, las estructuras 

fueron reoptimizadas y verificadas. Las regiones QM y MM, y las regiones 

móviles/fijas fueron las usadas para los cálculos QM/MM usando el esquema 

aditivo. Para mejorar la energética se realizaron cálculos single-point a los niveles 

ONIOM-EE(QM/6-311++G(3df,2p): AMBER96). Los métodos QM utilizados fueron 

la teoría DFT con el funcional B3LYP y la teoría MP2. 
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7.2.5. Cinética de la reacción del ácido sulfínico de la HSA con H2O2 

La idea original trataba de estudiar la cinética de la reacción del ácido sulfénico de 

la HSA con H2O2 por espectroscopía infrarroja, siguiendo la formación de ácido 

sulfínico. Para ubicar donde se ubican las bandas características de los grupos 

sulfinato y sulfonato (producto de oxidación del ácido sulfínico) en el infrarrojo, se 

registraron los espectros infrarrojos de hipotaurina ( H3N– CH2– SO2
−

 
+ ) 0.1 M, y 

taurina ( H3N– CH2– SO3
−

 
+ ) 0.1M, respectivamente, en amortiguador tris 0.1 M pH 7.4 

a 25 °C. Las muestras se colocaron entre dos ventanas de BaF2 con una separación 

de 0.025 mm y los espectros se registraron acumulando 500 interferogramas con 

una resolución de 4 cm−1, en un espectrofotómetro FT-IR Shimadzu IRPrestige 21. 

El grupo sulfinato presenta una banda característica a 1009 cm−1, mientras que el 

grupo sulfonato presenta una banda característica a 1047 cm−1 (Figura 7.1).  

 

Figura 7.1. Espectros infrarrojos de hipotaurina ( H3N– CH2– SO2
−

 
+ ) 0.1 M y taurina 

( H3N– CH2– SO3
−

 
+ ) 0.1 M en amortiguador tris 0.1 M pH 7.4. 

Dado que acumular 500 interferogramas con una resolución de 4 cm−1 toma 11 

minutos (i.e. 660 s), teniendo en cuenta que la reacción del ácido sulfénico con H2O2 

tiene una constante de velocidad de 0.4 M−1 s−1 a 37 °C y pH 7.4 [56] (se espera que 

a 25 °C la reacción no sea mucho más lenta), que se tiene que usar un exceso de  H2O2 

para que la reacción esté en condiciones de pseudo primer orden y que el ácido 

sulfénico decae (reacción que compite) con una constante de 1.3 × 10−3 s−1 [165], se 

optó por estudiar la cinética de la oxidación del ácido sulfínico en vez de la del ácido 

sulfénico, siguiendo la formación de ácido sulfónico. 
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El protocolo a seguir fue: se puso a reaccionar HSA 0.9 mM (0.8 mM RSH) con H2O2 

en exceso (6.6 mM, concentración determinada usando el protocolo descrito en la 

Sección 5.2.3) en amortiguador tris 0.1 M pH 7.4 entre dos ventanas de BaF2 sin 

separación, y se registró el espectro IR entre 800 y 4000 cm−1 cada 11 min. Los 

espectros se generaron de la misma manera que para las soluciones de taurina e 

hipotaurina. Se siguió la reacción por el aumento de la intensidad de la banda a 1047 

cm−1 (formación de sulfonato). Los experimentos se realizaron a una temperatura 

ambiente de 25 °C. 

7.3. Resultados y discusión 

7.3.1 Estudio DFT del mecanismo oxidación de un ácido sulfénico de bajo peso 

molecular por H2O2 

7.3.1.1. Descriptores de la nucleofilia global y local de sulfenato y ácido sulfénico 

Para tener una primera idea de qué forma de protonación del ácido sulfénico es más 

reactiva como nucleófilo, se evaluó la nucleofilia del grupo funcional del sulfenato, 

1, y del ácido sulfénico, 2, dada por los valores de la blandura nucleofílica del grupo 

funcional, 𝑠g
− (ver Sección 2.2.2.7). Un valor más alto de 𝑠g

− indica mayor nucleofilia. 

Para 1, el valor de 𝑠g
− es 0.202 a.u. eV−1, mientras que para 2 el valor es de 0.161 a.u. 

eV−1 (Tabla 7.1), sugiriendo que el grupo sulfenato es más nucleófilo que el grupo 

ácido sulfénico, lo cual es consistente con trabajos previos [33, 52, 341].  

Tabla 7.1. Energías del orbital KS ocupado de mayor energía, 𝜀HOMO, y blandura 
nucleofílica del grupo funcional, 𝑠𝑔

−, para 1, 2 y el complejo de reactivos del 

mecanismo A, RC (1·H2O2), calculadas al nivel B3LYP/6-31+G(d) 

Especie 𝜀HOMO (eV) 𝑠𝑔
− (a.u. eV−1) 

1 −4.41 0.202 

2 −6.54 0.161 

RC (1·H2O2) −4.89 0.173 

Asimismo, dado que el grupo sulfenato es un nucleófilo ambidentado [59] –es decir, 

podría atacar por el S o bien por el O–, para saber cuál es el sitio más nucleófilo del 

grupo sulfenato, se evaluaron los valores de las funciones de Fukui nucleofílicas 

condensadas 𝑓k
− sobre el átomo de S y sobre el átomo de O. Los valores de 𝑓k

− son 

0.485 y 0.394 a.u. sobre los átomos S y O, respectivamente (Tabla 7.2), lo que 
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sugiere que el sitio más nucleofílico es el átomo de azufre, por lo que sería más 

probable un ataque por el S que por el O. 

Tabla 7.2. Funciones de Fukui nucleofílicas condensadas (en a.u.) sobre el S, 𝑓S
−, y 

sobre el O, 𝑓O
−  para 1 y RC (1·H2O2), calculadas al nivel B3LYP/6-31+G(d). 

Especie 𝑓S
− 𝑓O

− 

1 0.485 0.394 

RC (1·H2O2) 0.584 0.280 

7.3.1.2. Caracterización estructural y energética de cuatro mecanismos alternativos de 

reacción 

 

Figura 7.2. Estructuras de los estados de transición de los mecanismos A, B, C y D 
caracterizadas al nivel PCM-B3LYP/6-31+G(d) en presencia de agua como 

solvente. 

Considerando lo anterior, en primer lugar, se consideró el Mecanismo A, el cual 

consiste en el ataque nucleofílico del Sγ de 1 sobre el Oprox del H2O2, pasando por un 

estado de transición (TS) cuasi-lineal que corresponde a la ruptura del enlace 

Oprox−Odist y a la formación del enlace Sγ−Oprox (mecanismo SN2). Los productos de 

reacción son sulfinato, 3, y agua. El valor de la energía libre de activación a 298 K, 

∆G‡, es de 16.4 kcal mol−1, por lo que se trata de un mecanismo viable. La etapa B1 

del Mecanismo B consiste en el ataque nucleofílico del Oδ de 1 sobre el Oprox del 

H2O2, pasando por un TS lineal que corresponde a la ruptura del enlace Oprox−Odist y 

a la formación del enlace Oδ−Oprox (mecanismo SN2). Los productos formados en esta 
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etapa son el intermediario persulfenato, 4, y agua. El valor de ∆G‡ es 25.5 kcal mol−1, 

por lo que el Mecanismo B no es una alternativa viable al Mecanismo A, siendo 

consistente con el análisis de blandura local. La etapa C1 del Mecanismo C, consiste 

en el ataque nucleofílico del Oprox del HO2
− sobre el Sγ de 2, pasando por un TS cíclico 

que corresponde a la ruptura del enlace Sγ−Oδ, la formación del enlace Sγ−Oprox y la 

transferencia protónica de Odist a Oδ. Los productos de reacción son 4 y agua. El valor 

de ∆G‡ es 40.3 kcal mol−1, por lo que este mecanismo es muy poco probable que 

ocurra. Dado que las barreras de energía libre son demasiado elevadas, no se modeló 

el rearreglo de 4 a 3, es decir la etapa B2/C2. El Mecanismo D consiste en el ataque 

nucleofílico del Sγ de 2 sobre el Oprox del H2O2, pasando por un TS lineal que 

corresponde a la ruptura del enlace Oprox−Odist y a la formación del enlace Sγ−Oprox 

(mecanismo SN2). Los productos de la reacción son ácido sulfínico, 5, y agua. El valor 

de ∆G‡ es 28.2 kcal mol−1, por lo que este mecanismo tampoco es una alternativa 

viable al mecanismo A, siendo consistente con el análisis de blandura de grupos 

funcionales, y con estudios computacionales [33] y experimentales [52, 341] 

previos. Las estructuras de los estados de transición de cada mecanismo se 

muestran en la Figura 7.2, mientras que la energética a 298 K se resume en la Tabla 

7.3. En resumen, de las cuatro alternativas mecanísticas propuestas, la única viable 

es el Mecanismo A, del cual se entrará en detalle a continuación. 

Tabla 7.3. Energías libres (a 298 K; en kcal mol−1) de activación, ∆𝐺298K
‡ , y de 

reacción, ∆𝐺R,298K, para los mecanismos estudiados para la oxidación de ácido N1-
acetil-N2-metil-cisteínamida sulfénico por H2O2, calculadas al nivel de teoría 
B3LYP/6-31+G(d)// B3LYP/6-311++G(3df,2p) en presencia de agua como 

solvente implícito. 

Mecanismo ∆𝐺298K
‡  

Relativo a reactivos 

∆𝐺298K
‡  

Relativo a RC 

∆𝐺R,298K 

 

A 16.4 15.1 −74.2 

B 24.8 23.8 −6.1 

C 39.6 28.8 −11.6 

D 27.5 18.7 −82.9 

7.3.1.3. Detalle mecanístico del Mecanismo A 

Como se mencionó anteriormente, este mecanismo consiste en el ataque nucleofílico 

del Sγ del sulfenato, 1, sobre el Oprox del H2O2, a través de un TS cuasi-lineal que 

corresponde a la ruptura del enlace Oprox−Odist y la formación del enlace Sγ−Oprox. El 

análisis de los índices de enlace de Wiberg (Tabla 7.4) muestra que la coordenada 
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de reacción involucra la ruptura del enlace Oprox−Odist y la formación del enlace 

Sγ−Oprox. A nivel del TS, los grados de avance (de acuerdo a la ecuación 5.1) son 0.269 

y 0.298 para Sγ−Oprox y Oprox−Odist, indicando que se trata de un proceso asíncrono. 

También se observa a nivel del TS el fortalecimiento del enlace Sγ−Oδ (aumento de 

0.055 a.u. en el índice de enlace) respecto al RC. Este fortalecimiento es despreciable 

cuando el Oδ se encuentra protonado, es decir en el mecanismo D.  

Tabla 7.4. Distancias (Å) e índices de enlace de Wiberg (a.u., en negrita) entre 
átomos seleccionados para los puntos estacionarios de la reacción entre 1 y H2O2 

en solución acuosa al nivel B3LYP/6-31+G(d). 

Par atómico 1 + H2O2 RC TS PC 3 + H2O 

Sγ−Oδ 1.64/1.036 1.65/0.996 1.60/1.051 1.55/1.106 1.55/1.094 

Sγ−Oprox — 2.53/0.009 2.41/0.327 1.56/1.053 1.55/1.096 

Oprox−Odist 1.45/1.008 1.46/1.008 1.75/0.612 2.72/0.024 — 

Oδ−Hprox — 1.47/0.192 2.02/0.040 3.11/0.004 — 

 

Figura 7.3. Evolución de la energía electrónica (A) y de las distancias asociadas a 
la coordenada de reacción y a la transferencia protónica post-TS (B) a lo largo del 

IRC en el mecanismo A a al nivel B3LYP/6-31+G(d). La línea vertical indica la 
ubicación del TS. 
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En el perfil de energía potencial a lo largo del camino de reacción IRC se observa un 

hombro en IRC = 5.46 Bohr (Figura 7.3A), lo cual se puede interpretar como un 

punto de inflexión cresta-valle (VRI) [342], en el que el camino de reacción se 

bifurca. Por la definición de IRC [292], la trayectoria seguirá el camino de mínima 

energía. A partir del punto VRI, comienza a darse una transferencia protónica de 

Oprox a Odist, formándose así sulfinato, 3, y agua, en lugar de formarse ácido sulfínico, 

5, y OH− (Figura 7.3B), lo que es consistente con el hecho de que los efectos 

isotópicos son despreciables en la oxidación del ácido 9-fluoro-10-tripticensulfénico 

por H 
2

2O2 en metanol deuterado [341]. Fenómenos similares se observan en las 

reacciones con tiolatos y H2O2 [36-38]. Respecto a la red de enlace de hidrógeno 

(EdH), se observa un importante debilitamiento (variación del índice de enlace de 

Wiberg de −0.152) del EdH entre Oδ y Hprox a nivel del TS con respecto al RC. La 

presencia de este enlace de hidrógeno fuerte a nivel del RC disminuye la nucleofilia 

del grupo sulfenato (el valor de 𝑠g
−del grupo sulfenato disminuye de 0.202 a 0.173 

a.u. eV−1 en el RC con respecto a 1, Tabla 7.1) y aumenta la diferencia en la 

nucleofilia local a favor del Sγ (la diferencia de los valores de 𝑓k
− de Sγ con respecto 

a Oδ aumenta de 0.091 a 0.268 a.u., Tabla 7.2). Esto sugiere que la presencia de EdH 

que involucren al Oδ disminuiría la nucleofilia del grupo sulfenato, y a su vez 

volvería más nucleófilo al Sγ respecto al Oδ. 

La energía libre de activación de 16.4 kcal mol−1 es 1.5 kcal mol−1 menos que la 

estimada para la oxidación de ácido 9-fluoro-10-tripticensulfénico por H2O2 en 

metanol, de 17.9 kcal mol−1 [341]. Esta diferencia, aunque pequeña, puede deberse 

o a la naturaleza del ácido sulfénico, o más probablemente a que se la reacción se 

estudió en un medio menos polar como el metanol, teniendo en cuenta estudios de 

modelado computacional que sugieren que la barrera de reacción disminuye al 

aumentar la polaridad del medio [58]. Para tener una primera idea de lo que 

sucedería en el sitio activo de una enzima, se calculó la energía libre de activación 

respecto al RC en lugar de hacerlo con respecto a los reactivos aislados, cuyo valor 

es 15.1 kcal mol−1. Este valor se encuentra en el intervalo de los valores de ΔG‡ 

estimados (entre 14.0 y 15.3 kcal mol−1) usando la ecuación de Eyring a partir de 

constantes de velocidad  para la reacción en AhpE, Prdx1, MAP kinasa 3, fosfatasas 

Cdc25 y NADH peroxidasa de Streptoccoccus [20, 52, 55, 57]. En algunas proteínas, 

como Prdx2, Prdx3 y la NADH peroxidasa H10Q de Streptoccoccus [57], los valores 

de ΔG‡ estimados son alrededor de 2 kcal mol−1 más bajos, posiblemente debido a 

características del sitio activo, como por ejemplo la red de EdH con el sulfenato o el 



128 
 

H2O2, o la presencia de cargas positivas cercanas al H2O2, que podrían estabilizar al 

TS de carga negativa. 

7.3.2. Modelado QM/MM de la reacción del sulfenato de la HSA con H2O2 

7.3.2.1. Modelo 1 

En este modelo, que parte del cluster c0 (en el que el Oδ del sulfenato forma EdH con 

el OHη de Tyr84) de la dinámica de HSA−SO−, la reacción sigue un mecanismo SN2 

con un estado de transición lineal que involucra la formación del enlace Sγ−Oprox y 

la ruptura del enlace Oprox−Odist.  

 
Figura 7.4. Estructuras de reactivos (RC), estado de transición (TS) y productos 

(PC) al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB para el Modelo 1. Los valores entre 
paréntesis corresponden a valores de energía libre a 300 K al nivel B3LYP/6-

311++G(3df,2p)/ff99SB//B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB respecto a RC. 

Usando la Ecuación 5.1, a partir de los índices de enlace reportados en la tabla 7.1, 

se obtienen grados de avance X a nivel del TS de 0.33 y 0.45 para la formación de 

Sγ−Oprox y la ruptura de Oprox−Odist, respectivamente, lo que indica que la reacción es 

un proceso asíncrono. Asimismo, se observa un fortalecimiento del enlace Sγ−Oδ a 
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nivel del TS (ΔB = +0.085 a.u.) y del PC (ΔB = +0.117 a.u), Respecto a la red de EdH, 

se observa que ésta se debilita a nivel del TS (ΔB = −0.165 a.u.), que debido 

principalmente a la ruptura del EdH Oδ⋯Hprox−Oprox (ΔB = −0.147 a.u.) Los 

parámetros estructurales de la reacción e índices de enlace de Wiberg están 

reportados en la Tabla 7.5.  

Tabla 7.5. Distancias (Å) e índices de enlace de Wiberg (en negrita, a.u.) entre 
átomos seleccionados para los puntos estacionarios para el Modelo 1 de la 

reacción entre HSA−SO− y H2O2 al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB. 

Enlace RC TS PC 

Coordenada de reacción 

Sγ−Oδ 1.68/0.931 1.61/1.016 1.57/1.048 

Sγ−Oprox 3.34/0.005 2.33/0.363 1.55/1.078 

Oprox−Odist 1.45/1.006 1.78/0.566 2.72/0.020 

Enlaces de hidrógeno 

Oδ⋯Hprox 1.56/0.147 2.76/0.000 3.09/0.002 

Oδ⋯Hη 1.66/0.109 1.64/0.122 1.67/0.107 

Oδ⋯HW1 1.73/0.083 1.80/0.059 2.09/0.024 

Oprox⋯HW2 1.82/0.060 1.86/0.046 1.90/0.039 

Hprox⋯Oη 3.23/0.001 2.40/0.010 3.69/0.000 

Odist⋯HW3 1.78/0.059 1.65/0.104 1.61/0.107 

Hdist⋯OW4 1.79/0.069 1.93/0.037 1.91/0.042 

H’W3⋯OW1 1.83/0.062 1.86/0.052 1.94/0.043 

H’W4⋯OW2 1.89/0.049 1.93/0.042 1.78/0.070 

De forma similar a lo observado en el modelo de bajo peso molecular, se observa un 

hombro en el perfil de reacción (Figura 7.5A) en dirección hacia los productos, 

asociado a una transferencia protónica post-TS (Figuras 7.4 y 7.5B) el cual 

corresponde con una transferencia protónica post TS de Oprox a Odist. Asimismo, se 

observa otro hombro en el perfil, en dirección a los reactivos, que se puede asociarse 

con movimientos a nivel de la región MM, o a la formación del EdH Hprox⋯Oη, 

presente solamente en el TS (Tabla 7.3). La energía libre de activación es de 19.3 

kcal mol−1 a 300 K (Figura 7.4), la cual sobreestima en 1.3 kcal mol−1 el valor de ~18 

kcal mol−1, estimado a partir de una constante de velocidad independiente del pH de 

1 M−1 s−1 (estimada a partir de la constante de 0.4 M−1 s−1 a pH 7.4 y 37 °C, y 

asumiendo un valor de p𝐾a de 7.58 para HSA−SOH). 
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Figura 7.5. Evolución de la energía QM/MM (A) y de las distancias asociadas a la 
coordenada de reacción y a la transferencia protónica post-TS (B) a lo largo de la 
coordenada ξ en el Modelo 1 al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB. La línea vertical 

corresponde al valor de ξ correspondiente al TS. 

7.3.2.2. Modelo 2 

En este modelo, que parte del cluster c1 (en el que el sulfenato no forma EdH con 

Tyr84) de la dinámica de HSA−SO−, la reacción ocurre de forma similar a lo que 

ocurre en el Modelo 1. Se trata también de un proceso asíncrono con valores de X de 

0.34 para la formación de Sγ−Oprox y de 0.45 para la ruptura de Oprox−Odist, 

respectivamente.  Al igual que en el Modelo 1, observa un fortalecimiento de Sγ−Oδ 

a nivel del TS y del PC, aunque de mayor magnitud (ΔB = +0.127 a.u. para el TS y 

+0.158 a.u. para el PC). Con respecto a la evolución de la red de EdH, se observa un 

debilitamiento a nivel del TS similar al observado en el Modelo 1 (ΔB = −0.162 a.u.), 

que se debe en este caso al debilitamiento –y no a la ruptura– del EdH 

Oδ⋯Hprox−Oprox (ΔB = −0.142 a.u.). Los parámetros estructurales relevantes a la 

reacción están reportados en la Tabla 7.6. 
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Tabla 7.6. Distancias (Å) e índices de enlace de Wiberg (a.u.; en negrita) entre 
átomos seleccionados para los puntos estacionarios para el Modelo 2 de la 

reacción entre HSA−SO− y H2O2 al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB. 

Enlace RC TS PC 

Coordenada de reacción 

Sγ−Oδ 1.68/0.941 1.60/1.068 1.55/1.099 

Sγ−Oprox 2.49/0.008 2.41/0.354 1.56/1.036 

Oprox−Odist 1.46/1.004 1.80/0.557 2.75/0.020 

Enlaces de hidrógeno 

Oδ⋯Hprox 1.41/0.218 1.97/0.076 3.46/0.002 

Oδ⋯HW1 1.67/0.102 1.66/0.099 1.69/0.092 

Oδ⋯HW2 1.87/0.054 2.04/0.022 2.02/0.024 

Oprox⋯HW3 1.76/0.086 1.77/0.071 1.68/0.090 

Odist⋯HW4 1.70/0.087 1.57/0.136 1.62/0.111 

Hdist⋯OW5 1.88/0.041 2.04/0.021 1.95/0.030 

 

Figura 7.6 Estructuras de reactivos (RC), estado de transición (TS) y productos 
(PC) al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB para el Modelo 2. Los valores entre 

paréntesis corresponden a valores de energía libre a 300 K al nivel B3LYP/6-
311++G(3df,2p)/ff99SB//B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB respecto a RC. 
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De forma análoga al Modelo 1 y al modelo de bajo peso molecular, se observa una 

transferencia post-TS de Oprox a Odist (Figuras 7.6 y 7.7B). 

 

Figura 7.7. Evolución de la energía QM/MM(A)  y de las distancias asociadas a la 
coordenada de reacción y a la transferencia protónica post-TS (B) a lo largo de la 
coordenada ξ en el Modelo 2 al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB. La línea vertical 

corresponde al valor de ξ correspondiente al TS. 

De forma similar al modelo de bajo peso molecular, no se observa el hombro en 

dirección hacia los reactivos en el perfil. La energía libre de activación es de 16.3 

kcal mol−1 a 300 K (Figura 7.6), la cual subestima el valor estimado 

experimentalmente en aprox. 1.7 kcal mol−1 y 3.0 kcal mol−1 menor que para el 

Modelo 1. Posiblemente esta diferencia se deba en parte, a que el fortalecimiento del 

enlace Sγ−Oδ a nivel del TS es mayor que en el Modelo 1. Teniendo en cuenta que el 

cluster c1 tiene una población de 30 %, y que el complejo HSA−SO−, y que no 

necesariamente el complejo HSA−SO−·H2O2 es más estable, en términos de energía 

libre, que los reactivos separados (por ejemplo, en el modelo de bajo peso molecular, 

el complejo RSO−·H2O2 es 1.2 kcal mol−1 menos estable que los reactivos separados), 
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éste modelo parece describir bien la reacción de oxidación del sulfenato de la HSA 

por H2O2. 

Tabla 7.7. Distancias (Å) e índices de enlace de Wiberg (a.u.) entre átomos 
seleccionados para los puntos estacionarios para el Modelo 2 de la reacción entre 

HSA−SO− y H2O2 al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96). 

Enlace RC TS 

Coordenada de reacción 

Sγ−Oδ 1.67/0.945 1.63/1.006 

Sγ−Oprox 3.50/0.009 2.50/0.268 

Oprox−Odist 1.46/0.991 1.66/0.705 

Enlaces de hidrógeno 

Oδ⋯Hprox 1.38/0.234 1.78/0.079 

Oδ⋯HW1 1.81/0.060 1.71/0.073 

Oδ⋯HW2 1.82/0.061 1.85/0.044 

Oprox⋯HW3 1.78/0.058 1.86/0.043 

Odist⋯HW3 1.88/0.044 1.82/0.060 

Odist⋯HW4 2.11/0.023 1.89/0.041 

 

Figura 7.8. Estructuras de reactivos (RC), estado de transición (TS) y productos 
(PC) al nivel B3LYP/6-31+G(d)/amber99 para el Modelo 2. Los valores entre 
paréntesis corresponden a valores de energía libre a 298 K al nivel ONIOM-

EE(B3LYP/6-311++G(3df,2p):AMBER96)//ONIOM-ME(B3LYP/6-
31+G(d):AMBER96) respecto a RC. 

Si en lugar del QM/MM aditivo se usa el método ONIOM, si bien la reacción sigue el 

mismo mecanismo (SN2), se observan diferencias importantes a nivel estructural y 

energético (Figura 7.8). En primer lugar, la reacción tiene un carácter mucho más 

temprano, como muestran los índices de enlace de Wiberg (Tabla 7.7). En segundo 
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lugar, el cambio en los índices de enlace asociado a las componentes de la 

coordenada de reacción es de mayor magnitud (ONIOM: ∆B = 0.034 a.u.; QM/MM 

aditivo: ∆B = 0.026 a.u). En tercer lugar, la red de EdH se ve alterada. El agua W5 en 

vez de actuar como aceptora de EdH con el Odist, actúa como dadora. Si bien se 

observa un debilitamiento de la red de EdH, éste es de menor magnitud (ONIOM: ∆B 

= −0.140 a.u.; QM/MM aditivo: ∆B = −0.163 a.u.). La energía libre de activación es 

8.9 kcal mol−1, mucho menor que la calculada con el QM/MM aditivo. Si en lugar de 

usar B3LYP para los cálculos single-point se usa MP2, el valor de ∆G‡ aumenta a 14.3 

kcal mol−1, que, si bien está por debajo del obtenido con QM/MM aditivo, la 

subestimación de la barrera es mucho menor. Posiblemente las diferencias 

estructurales anteriormente mencionadas, principalmente sobre la red de EdH, sean 

la causa de la subestimación de la barrera, y estas diferencias probablemente se 

deban a que las optimizaciones de geometría se llevaron a cabo usando el embedding 

mecánico (y luego se usó embedding electrónico para las correcciones single-point), 

mientras que con el QM/MM aditivo éstas se llevaron a cabo usando el embedding 

electrónico. En ONIOM, si bien es posible realizar optimizaciones de geometría 

usando embedding electrónico, estos cálculos requieren mucha memoria, y además 

la convergencia es difícil. 

7.3.3. Cinética de la oxidación del ácido sulfínico de la HSA por H2O2 

El espectro IR muestra una señal a 1047 cm−1 (Figura 7.9), la cual se presume que 

corresponde al grupo sulfonato, teniendo en cuenta que el espectro IR de taurina 

muestra una banda a dicha posición que corresponde al grupo sulfonato (Figura 

7.1). 

 

Figura 7.9. Espectro infrarrojo de HSA 0.8 mM (RSH) tratada con H2O2 6.6 mM. 
Escpectro registrado a t = 660 s. 
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A fin de aislar la banda a 1047 cm–1, el espectro se trató con una línea de base tipo 

spline, obteniendo un pico bien definido (Figura 7.10A,C), cuya amplitud 

corresponde a la intensidad, I, de la banda. 

 

Figura 7.10. Banda a 1047 cm−1 –corregida por línea de base– del espectro 
infrarrojo de HSA 0.8 mM (RSH) tratada con H2O2 6.6 mM (A, C), y evolución 
temporal de la intensidad de la banda (B, D). Los gráficos corresponden a dos 

experimentos independientes (experimento 1: A, B; experimento 2: C, D). 

La intensidad de la banda a 1047 cm−1 se graficó en función del tiempo (Figura 

7.10B,D), t, usando la función: 

𝐼 = 𝐼𝑚𝑎𝑥 − 𝐴𝑒−𝑘𝑜𝑏𝑠𝑡 

𝑘𝑜𝑏𝑠 = 𝑘[H2O2] 
(7.2) 

donde 𝐼𝑚𝑎𝑥 es el valor al que tiende I cuando t tiende a infinito y A es un factor pre-

exponencial. Se espera observar un retraso en la formación de ácido sulfónico ya 

que se parte de HSA−SH. Las reacciones (sucesivas) que ocurren en la celda de FT-

IR están dadas por las ecuaciones 7.3 a 7.5: 

HSA– SH + H2O2  → HSA– SOH + H2O (7.3) 
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HSA– SOH + H2O2  → HSA– SO2H + H2O (7.4) 

HSA– SO2H + H2O2  → HSA– SO3H + H2O (7.5) 

En dos experimentos independientes (experimento 1, Figura 7.10AB; experimento 

2, Figura 7.10CD) se obtuvieron valores de k de 0.105 M−1 s−1 (experimento 1) y 

0.118 M−1 s−1 (experimento 2) para la formación de ácido sulfónico (ecuación 7.5). 

Promediando ambos valores se obtiene un valor de k de 0.112 ± 0.007 M−1 s−1 a 25 

°C y pH 7.4. 

7.4. Conclusiones 

En esta sección, en primer lugar, se calcularon al nivel DFT (en solución acuosa), 

indicadores de la nucleofilia global y local de los grupos sulfenato y ácido sulfénico, 

indicando que el sulfenato es mejor nucleófilo y que el átomo de azufre es el sitio 

más reactivo. 

Teniendo en cuenta estos resultados, se exploraron mediante modelado DFT en 

solución acuosa, cuatro posibles mecanismos para la oxidación de un ácido sulfénico 

de bajo peso molecular por H2O2. De ellos, el único viable es el ataque nucleofílico 

del sulfenato para dar sulfinato y agua, con un valor de energía libre de activación 

de 16.4 kcal mol−1 a 298 K. En este mecanismo la reacción sigue un mecanismo SN2, 

con estado de transición lineal y asíncrono, y al igual que en la reacción análoga con 

tiolatos, se observa una transferencia protónica post-TS que conduce a la formación 

de sulfinato y agua. 

Teniendo en cuenta estos resultados, se procedió a modelar a nivel QM/MM con 

esquema aditivo la oxidación del sulfenato formado en la HSA por H2O2. La reacción 

sigue el mismo mecanismo que el modelo de bajo peso molecular, y la energía libre 

de activación es 16.3 kcal mol−1 a 300 K siendo consistente con trabajos 

experimentales previos que sugieren un valor de ~18 kcal mol−1. A fines 

comparativos, la misma reacción se modeló usando ONIOM en lugar del esquema 

aditivo. Los cálculos ONIOM subestiman la energía libre de activación en ~9 kcal 

mol−1, probablemente debido más que al esquema de QM/MM usado, al esquema de 

embedding usado para las optimizaciones. Si se cambia de nivel de teoría de DFT a 

MP2, la subestimación en la barrera es de ~4 kcal mol−1. 

Estos resultados contribuyen a establecer cuál es el mecanismo de oxidación de los 

ácidos sulfénicos, y también los efectos del entorno proteico sobre la reacción. Por 
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otro lado, estos resultados sugieren que para modelar reacciones de oxidación de 

ácidos sulfénicos en proteínas se necesita usar el esquema de embedding electrónico 

para realizar optimizaciones de geometría. 

Finalmente, si bien no se pudo estudiar la oxidación del ácido sulfénico mediante 

espectroscopía infrarroja, se pudo estimar una constante de velocidad de para la 

oxidación del ácido sulfínico (k = 0.112 ± 0.007 M−1 s−1; 25 °C; pH 7.4)  
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8. Interacción entre la oxidación de Cys34 y la glicación 
de la HSA 

8.1. Antecedentes 

Si bien no se cuenta con estudios previos sobre la estructura y dinámica del entorno 

de Cys34 en HSA glicada, como se mencionó anteriormente, se ha sugerido que la 

glicación de la HSA favorece la oxidación del tiol [193, 235-237]. Por otro lado, otros 

estudios sugieren que la oxidación del tiol favorece la glicación de la HSA [234, 239]. 

También  se ha reportado que la oxidación de Cys34 (formación de disulfuros mixtos 

con cisteína y homocisteína a nivel de Cys34, respectivamente HSA−SS−Cys y 

HSA−SS−Hcy) aumenta la nucleofilia del grupo amino de Lys525 [239].  

Por otro lado, dado que el MGO es un electrófilo altamente reactivo, se ha propuesto 

que el mismo es capaz de reaccionar con el tiol de la HSA (como lo hace con otros 

tioles, como glutatión), al parecer de forma lenta, aunque la constante de velocidad 

aún no ha sido determinada [89, 91]. 

En esta sección, función del Objetivos específicos N.º 6, 7 y 8, se estudió mediante 

simulaciones MD cómo la glicación en Lys195 y Arg410 afecta el entorno de Cys34, 

y se modeló a nivel QM/MM la reacción del tiolato de la HSA glicada por glucosa 

(formando base de Schiff en Lys195). Asimismo, mediante simulaciones MD y 

cálculos QM/MM se evaluaron los cambios en la nucleofilia en los residuos Lys195, 

Lys525 y Arg410 inducidos por la oxidación de Cys34 (formación de HSA−SS−Cys, 

la forma oxidada de HSA más abundante en plasma). Finalmente, se determinó en 

forma experimental la constante de velocidad para la reacción del tiol de la HSA con 

MGO. 

8.2. Metodología 

8.2.1. Parametrización de residuos modificados 

Los residuos glicados (Lys formando base de Schiff con glucosa; Arg formando el 

producto MG-H1) y el disulfuro mixto entre Cys34 y cisteína libre (S-cisteinilación 

de Cys34, Cys34−SS−Cys) (Esquema 8.1) se parametrizaron de acuerdo a lo 

descrito en la Sección 6.2.2. 
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Esquema 8.1. Residuos modificados. Lys-SB denota un residuo de Lys formando 
base de Schiff con glucosa; MG-H1 denota el producto formado entre un residuo 

Arg y MGO; Cys34−SS−Cys denota un disulfuro mixto con cisteína a nivel de Cys34. 

8.2.2. Dinámica molecular de HSA glicada 

Los sistemas se prepararon y las simulaciones se llevaron a cabo de acuerdo al 

protocolo seguido en la Sección 4.2.1 para la preparación del sistema HSA−S−. Se 

consideraron dos sistemas, HSA formando base de Schiff con glucosa en Lys195 y 

HSA formando el producto MG-H1 en Arg410. La extensión de las dinámicas de 

producción fue de 200 ns. 

8.2.3. Modelado QM/MM de la reacción entre HSA−S− glicada y H2O2 

El sistema se preparó y los cálculos QM/MM (ONIOM) se llevaron a cabo de acuerdo 

a lo descrito en las Secciones 5.2.1 y 5.2.2. La región QM quedó definida por las 

cadenas laterales de Cys34 y Tyr84, el residuo Pro35, el backbone de Gln33, el H2O2 

y 5 moléculas de agua cercanas. 

8.2.4. Efectos de la oxidación (formación de disulfuros mixtos con cisteína) de 

Cys34 sobre la reactividad de residuos de Lys y Arg 

En primer lugar, se llevó a cabo una simulación MD de 700 ns (siguiendo protocolo 

descrito en la Sección 4.2.1), la cual convergió a los 500 ns (Figura 8.1). Luego, se 

generaron estructuras representativas por clustering y la estructura del cluster más 

poblado se usó, junto a la estructura del cluster c0 de la dinámica de HSA−SH como 

punto de partida para simulaciones MD de 20 ns con los residuos Lys195, Lys525 y 

Arg410 (los cuales son sitios preferenciales de glicación) en estado neutro, las cuales 

se llevaron a cabo usando el protocolo descrito en la Sección 4.2.1. 
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Figura 8.1. Cα-RMSD de la simulación de HSA formando disulfuro mixto con 
cisteína a nivel de Cys34. 

8.2.5. Cálculo QM/MM de descriptores de la reactividad 

Para evaluar cambios en la nucleofilia, se calcularon descriptores de la reactividad 

(sobre estructuras representativas de los tramos convergidos de las simulaciones, 

obtenidas por clustering) a nivel QM/MM B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB usando el 

programa AMBER 14. A los valores de los descriptores se les realizó un promedio 

ponderado de acuerdo a la ocupación de cada cluster, en los casos que haya más de 

un cluster con población importante. 

8.2.6. Estudio cinético de la reacción del tiol de la HSA con MGO 

En primer lugar, se incubó HSA previamente deslipidada y reducida (experimento 

1: [HSA] = 0.713 mM, [HSA−SH] = 0.355 mM experimento 2: [HSA] = 1.09 mM, 

[HSA−SH] = 0.709 mM) con MGO 75 mM en amortiguador fosfato 0.1 M pH 7.4 a 37 

°C, se tomaron alícuotas (100 μL) a tiempos crecientes de hasta 1 hora y se 

determinó la concentración de tioles con DTNB 0.2 mM, en amortiguador pirofosfato 

0.1 M (𝑉𝑓 = 1 mL), y la absorbancia a 412 nm se midió a los 5 min. Para dar cuenta 

de interferencias debidas a productos de reacción del MGO con otros residuos de la 

HSA, se midió la absorbancia a 412 nm pero sin usar DTNB. Entonces, se restó a la 

absorbancia con DTNB se le restó la absorbancia sin agregar DTNB y se calculó la 

concentración de tioles remanentes usando un coeficiente de extinción molar de 

14150 M−1 cm−1. 
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8.3. Resultados y discusión 

8.3.1. Evaluación de cambios en el entorno local de Cys34 inducidos por 

glicación en residuos de Arg y Lys 

8.3.1.1. Glicación en Arg410 por metilglioxal 

La simulación converge a los 150 ns, como muestra el gráfico del Cα-RMSD (Figura 

8.2). 
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Figura 8.2. Cα-RMSD de la simulación de HSA con Arg410 formando el producto 
de glicación MG-H1. 

Con respecto a la accesibilidad al solvente del Sγ, ésta no parece variar con respecto 

a HSA−S− sin glicar (Figura 8.3A), observándose valores promedio de SASA de ~32 

Å2. Con respecto a la red de enlace de hidrógeno, se observa que el EdH con del Sγ 

con el OHη de Tyr84 está presente durante todo el tramo convergido de la 

simulación (Tabla 8.1). El Sγ interactúa también con varias moléculas de agua, y 

durante toda la simulación, al igual que en HSA−S− sin glicar, se establece un EdH 

puenteado por agua con el carboxilato de Asp38. 

Tabla 8.1. Ocupación de presuntos EdH que involucran al Sγ en HSA−S− formando 
el producto MG-H1 en Arg410, en el tramo de 150 a 200 ns. 

Enlace de hidrógenoa Ocupaciónb 

SγCys34⋯H−OηTyr84 94 % 

SγCys34⋯H2O 408 % 

SγCys34⋯H−O−H⋯Oδ(1,2)Asp38 110 % 
a Criterio de corte de distancia D⋯A de 4 Å y de ángulo D−H⋯A de 120°. b La ocupación se 
define como el porcentaje del tiempo que la interacción está presente. Valores de más del 
100 % indican interacciones con más de una molécula de agua.  
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Figura 8.3. Evolución de la superficie expuesta al solvente del Sγ en el tramo de 
150 a 200 ns de la dinámica de HSA−S− formando el producto MG-H1 en Arg410 

(A), y estructura representativa del cluster mayoritario del tramo convergido de la 
dinámica de HSA−S− modificada por MGO en Arg410 (B). 

Respecto a la nucleofilia del tiolato, el valor de 𝜀HOMO del Sγ (calculado sobre la 

estructura representativa del cluster c0, Figura 8.3B) es de −7.73 eV en HSA−S− 

modificada por MGO en Arg410 mientras que en HSA−S− sin glicar es de −8.00 eV, 

por lo que  no se espera que la glicación en Arg410 tenga efectos sobre la reactividad 

de Cys34. No obstante, si bien el sitio preferencial de la HSA para la modificación por 

MGO es Arg410 [188], existen otros sitios susceptibles a la modificación por MGO, 

como Arg114, Arg186, Arg218 y Arg428, cuya modificación podría afectar el 

entorno de Cys34. 

Tabla 8.2. Energía del orbital de Kohn-Sham ocupado de mayor energía, 𝜀HOMO, de 
la cadena lateral de Cys34 en las estructuras representativas de las dinámicas de 
HSA−S− glicadas (en Arg410 y Lys195) y de HSA−S− sin glicar, calculado al nivel 

B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB. 

Modificación 𝜀HOMO (eV) 

Ninguna −8.00 

MG-H1 en Arg410 −7.73 

Base de Schiff en Lys195 −2.92 
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8.3.1.2. Glicación en Lys195 

La simulación converge a los 100 ns, como muestra el gráfico de Cα-RMSD (Figura 

8.4). 
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Figura 8.4. Cα-RMSD de la simulación de HSA con Lys195 formando base de Schiff 
con glucosa. 

 

Figura 8.5. Evolución de la superficie expuesta al solvente del Sγ de Cys34 en el 
tramo que va de 100 a 200 ns de la dinámica de HSA−S− formando base de Schiff 
con glucosa en Lys195 (A). Estructura representativa del cluster más poblado del 
tramo convergido de la dinámica de HSA−S− formando base de Schiff con glucosa 

en Lys195 (B). 
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Con respecto a la accesibilidad al solvente del Sγ, se observa que éste presenta una 

mayor exposición (~50 Å2, Figura 8.5A) que en HSA−S− no glicada (~30 Å2, Figura 

4.3C), debido a que no se encuentra formando EdH con el OHη de Tyr84 (Tabla 8.2).  

Como se mencionó anteriormente se ha propuesto que dicho EdH modula la 

reactividad del tiolato [181], por lo que se espera que éste último sea más reactivo 

en HSA−S− glicada en Lys195 que en HSA−S− sin glicar.  

Tabla 8.3. Ocupación de presuntos EdH que involucran al Sγ en HSA−S− formando 
base de Schiff con glucosa en Lys195, en el tramo de 100 a 200 ns. 

Enlace de hidrógenoa Ocupaciónb 

SγCys34⋯H−OηTyr84 1 % 

SγCys34⋯H2O 550 % 

SγCys34⋯H−O−H⋯Oδ(1,2)Asp38 170 % 

SγCys34⋯H2O⋯H−OηTyr84 39 % 
a Criterio de corte de distancia D⋯A de 4 Å y de ángulo D−H⋯A de 120°. b La ocupación se 
define como el porcentaje del tiempo que la interacción está presente. Valores de más del 
100 % indican interacciones con más de una molécula de agua.  

Por otro lado, se observa que el Sγ forma EdH con hasta 5 moléculas de agua (Tabla 

8.3, Figura 8.5B), de las cuales hasta dos puentean con Asp38, y por momentos 

también se observa un EdH puenteado con Tyr84 (Tabla 8.3). 

Respecto a la nucleofilia del tiolato, el valor de 𝜀HOMO (calculada sobre la estructura 

representativa del cluster c0, Figura 8.5B) es de −2.92 eV en HSA−S− formando Base 

de Schiff en Lys195, mientras que en HSA−S− sin glicar es de −8.00 a.u. (Tabla 8.2), 

lo cual indicaría que la glicación de la HSA en Lys195 aumentaría sensiblemente la 

nucleofilia del tiolato. Para examinar en detalle los efectos de la glicación en Lys195 

sobre la oxidación del tiolato por H2O2, se realizó el modelado QM/MM de la 

reacción, de la cual se tratará en la siguiente sección. 

8.3.2. Modelado QM/MM de la oxidación del tiol de Cys34 en HSA glicada 

Al igual que en HSA sin glicar (HSA−S−), la reacción ocurre a través de un mecanismo 

SN2 con un estado de transición lineal y se da una transferencia protónica de Oprox a 

Odist, llevando a la formación de sulfenato y agua (Figura 8.6). La energía libre de 

activación es 14.4 kcal mol−1, lo que sugiere que los cambios en el entorno del tiolato 

que induce la glicación en Lys195 no afectarían sustancialmente la reactividad del 

tiolato frente a 𝐻2𝑂2. No obstante, como se mencionó en la Sección 1.1.3, 
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exceptuando a las peroxirredoxinas y la GAPDH, los distintos tiolatos presentan una 

reactividad similar frente a H2O2. 

 
Figura 8.6. Estructuras de reactivos (RC), estado de transición (TS) y productos 

(PC) optimizados al nivel ONIOM-ME(B3LYP/6-31+G(d):AMBER96) para la 
reacción del tiolato de la HSA (glicada en Lys195) con H2O2. 

8.3.3. Efectos de la S-cisteinilación de la HSA sobre la tendencia de residuos 

de Arg y Lys a glicarse 

Se evaluaron los valores de 𝜀HOMO de las cadenas laterales de Lys195, Lys525 y 

Arg410 en HSA−SH y HSA−SS−Cys (Tabla 8.4).  

Tabla 8.4. Energías del orbital de Kohn-Sham ocupado de mayor energía, 𝜀HOMO, 
de residuos de Lys y Arg en HSA reducida (HSA−SH) y HSA oxidada (HSA−SS−Cys). 

Residuo 𝜀HOMO (eV)a 

HSA−SH HSA−SS−Cys 

Lys195 –8.26 –8.52 

Lys525 –7.62 –6.23 

Arg410 –2.63 –8.71 

a Calculadas al nivel B3LYP/6-31+G(d)/ff99SB sobre estructuras representativas de clusters 
de las simulaciones MD, realizando un promedio ponderado de acuerdo a la población de 
cada cluster. 

Mientras que al S-cisteinilarse la HSA el valor de 𝜀HOMO disminuye en 0.26 eV para 

Lys195, éste aumenta en 1.39 eV para Lys525, lo que indica que Lys195 disminuiría 
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su nucleofilia de manera poco importante, mientras que Lys525 la aumentaría. Esto 

último es consistente con experimentos que sugieren que la formación de disulfuros 

mixtos aumentaría la nucleofilia de Lys525 [239]. Un aumento en la nucleofilia 

sugiere un aumento en la tendencia a glicarse.  

Con respecto a Arg410, se observa una disminución importante del valor de 𝜀HOMO 

de 6.08 eV, lo cual en principio sugiere que Arg410 disminuye la tendencia a glicarse. 

Cabe destacar que la HSA tiene 59 residuos de Lys y 24 residuos de Arg, por lo que 

para predecir qué residuos aumentan/disminuyen su nucleofilia al S-cisteinilar la 

HSA implicaría realizar 166 simulaciones (teniendo en cuenta que los residuos 

deben estar en estado neutro, que es la forma reactiva), lo cual es poco viable. 

8.3.4. Cinética de la reacción del tiol de la HSA con metilglioxal 

Como se observa en la Figura 8.4, la concentración de tioles, [RSH], calculada a 

partir de la absorbancia a 412 nm correspondiente al TNB y corregida por 

contribuciones de productos de la reacción con el MGO a nivel de otros residuos, 

disminuye linealmente con el tiempo. 

 

Figura 8.7. Gráficos de absorbancia a 412 nm (A, C) y de concentración de tioles 
(B, D) en función del tiempo para la reacción de HSA con MGO a pH 7.4 y 37 °C. Los 
gráficos corresponden a dos experimentos independientes (experimento 1: A y B; 

experimento 2: D y C). 
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El opuesto del valor de la pendiente corresponde al valor de la velocidad inicial, 𝑣0, 

mientras que la ordenada en el origen corresponde a la concentración inicial de 

tioles, [RSH]0. Usando la aproximación de velocidades iniciales se puede calcular la 

constante de velocidad, k: 

𝑣0 = 𝑘[RSH]0[MGO]0 (8.1) 

𝑘 =
𝑣0

[RSH]0[MGO]0
  (8.2) 

Tabla 8.5. Velocidad inicial y concentración inicial de tioles para dos experimentos 
independientes de la reacción del tiol de la HSA con MGO. 

Experimento 𝑣0 (M s−1) [RSH]0 (M) 

1 6.41 × 10−9 9.01 × 10−5 

2 9.81 × 10−9 1.65 × 10−4 

Considerando una concentración inicial de MGO [MGO]0 = 7.5 × 10−2 M, usando la 

Ecuación 8.2 y los datos de la Tabla 8.5 se obtienen valores de k de 9.48 M−1 s−1 

(experimento 1) y 7.92 × 10−4 M−1 s−1 (experimento 2). Promediando, el valor de k 

es (8.7 ± 0.8) × 10−4 M−1 s−1 a 37 °C y pH 7.4, lo cual indica que se trata de una reacción 

muy lenta, tal como sugieren trabajos previos. 

Teniendo en cuenta que la concentración plasmática de metilglioxal se ubica entre 

150 nM y 2.5 μM en condiciones patológicas [110-124] y que la concentración de 

tioles de HSA es de ~422 μM, usando la Ecuación 8.1 (usando un valor de 2.5 μM 

para la concentración de MGO) se obtiene un valor de v0 de 9.5 × 10−13 M s−1. Usando 

la Ecuación 8.3 se puede calcular el tiempo, Δt, que tomaría que para que disminuya 

una cierta concentración de tioles, Δ[RSH], siempre y cuando se esté en condición 

de velocidades iniciales: 

∆𝑡 =  
∆[RSH]

𝑣0
 

∆𝑡 =  
4.22 × 10−6 M

9.5 × 10−13 M s−1
= 4.4 × 106 s = 51 d 

(8.3) 

Entonces, tomaría 51 días para modificar un 1 % de los tioles de HSA circulantes 

(Δ[RSH] = 4.22 × 10−6 M). Considerando que la vida media de la HSA es de ~21 días, 

no se espera que la reacción entre el tiol de la HSA y MGO sea de relevancia biológica. 
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A nivel del plasma, se espera que el principal destino del MGO sea reaccionar con las 

cadenas laterales de los residuos de Arg de las proteínas plasmáticas. 

8.4. Conclusiones 

En primer lugar, se observa que, a grandes rasgos, la glicación en Arg410 (formación 

del producto de glicación avanzada MG-H1 con metilglioxal) no afectaría la 

estructura y dinámica del entorno de Cys34, pero la glicación en Lys195 (formación 

de una base de Schiff con glucosa), sí. Más específicamente, la glicación en Lys195 

lleva a la pérdida del EdH entre Cys34 y Tyr84, aumentando la nucleofilia del tiolato. 

En segundo lugar, se observa que la oxidación (S-cisteinilación, es decir, formación 

de un disulfuro mixto con cisteína) de Cys34 aumenta la nucleofilia del grupo amino 

de Lys525, pero disminuye la nucleofilia del grupo guanidino de Arg410. 

En tercer lugar, el estudio cinético de la reacción del tiol de la HSA con metilglioxal 

muestra que dicha reacción es muy lenta como para ser relevante biológicamente, 

teniendo en cuenta las concentraciones plasmáticas de HSA y de MGO. Se espera que 

el principal destino del MGO en plasma sea reaccionar con las cadenas laterales de 

Arg de las proteínas plasmáticas. 
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9. Conclusiones generales y perspectivas 

En este trabajo de tesis, mediante un abordaje mixto experimental-computacional 

se estudiaron propiedades del tiol libre de la HSA y de su derivado ácido sulfénico, 

más específicamente la estructura y dinámica del entorno local de Cys34, la acidez 

del tiol y del ácido sulfénico y la reactividad de éstos frente a peróxidos. Asimismo, 

también se estudió la posible interacción entre la glicación de la HSA y la oxidación 

de su tiol libre. 

Entrando más en detalle, en primer lugar, se estudiaron la estructura y la dinámica 

del entorno de Cys34 en las formas tiol y tiolato, mediante simulaciones de dinámica 

molecular. Se encontró que el hidroxilo de Tyr84 forma un enlace de hidrógeno con 

el tiolato durante el tramo convergido de la simulación, siendo esto consistente con 

estudios de cinética en mutantes de HSA previos que sugieren que dicho residuo 

modula la nucleofilia y basicidad del tiolato [181]. Los estudios de esta tesis 

muestran que dicha modulación se debe al enlace de hidrógeno previamente 

mencionado. Asimismo, se observó que el carboxilato de Asp38 se encuentra 

cercano al tiol/tiolato durante todo el tramo convergido de la simulación, formando 

enlaces de hidrógeno puenteados por moléculas de agua. Estos resultados sugieren 

que Asp38 podría tener un papel importante en la modulación de la basicidad del 

tiolato y también facilitaría la desprotonación del tiol. Una forma de evaluar los 

efectos de Asp38 sobre las propiedades de Cys34 sería realizar experimentos de 

mutagénesis en el que Asp38 se muta por Ala, perdiendo la carga negativa y la 

capacidad de formar enlaces de hidrógeno. 

En segundo lugar, se modeló usando QM/MM la reacción de oxidación del tiolato de 

la HSA por peróxidos (H2O2 y ácido peroxinitroso), caracterizando su mecanismo de 

reacción detallado. Dependiendo de la basicidad del grupo saliente en cuestión se 

observó que un grupo saliente más básico lleva asociada una energía de activación 

más alta y, si el grupo saliente es mucho más básico que el anión sulfenato –la base 

conjugada del ácido sulfénico– se da una transferencia protónica post estado de 

transición. Por otro lado, se compararon los parámetros de activación de la reacción 

con H2O2 calculados respecto a los determinados experimentalmente, encontrando 

consistencia entre el modelado y los experimentos. Continuando con esta línea, se 

prevé estudiar la cinética experimental de la reacción del tiolato de la HSA con ácido 

peroxinitroso a distintas temperaturas.  
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En tercer lugar, se estudiaron la estructura y dinámica del entorno de Cys34 en las 

formas ácido sulfénico y sulfenato mediante simulaciones de dinámica molecular. 

Estos resultados muestran la cercanía de Asp38, esta vez formando enlace de 

hidrógeno directamente con el ácido sulfénico, lo que, junto con la baja exposición 

al solvente de este último, explicaría la larga vida media de este ácido sulfénico. Por 

otro lado, se identificaron dos posibles grupos que podrían reaccionar con el ácido 

sulfénico y explicar el decaimiento espontáneo [165]. Estos serían, el NH2ε amida de 

Gln33 y el NH peptídico de Cys34. La idea de la reacción con el NH peptídico de 

Cys34 es apoyada por el hecho que el imidazol de His39 se encuentra como aceptor 

de enlace de hidrógeno respecto al NH de Cys34 –puenteado por una molécula de 

agua– durante gran parte de la simulación de HSA−SOH. Entonces el imidazol podría 

actuar como base, catalizando el ataque nucleofílico del N amida sobre el ácido 

sulfénico. Si bien no se pudo determinar la constante de acidez de este último, se 

estimó experimentalmente, a partir del aumento en la formación de ácido sulfínico 

al aumentar el pH, un rango de valores de p𝐾a de entre 7.0 y 7.6. El aumento de la 

velocidad de la reacción con TNB y del decaimiento espontáneo (ambos procesos 

asociados con la electrofilia del ácido sulfénico) a valores de pH menores a 5 [185] 

probablemente se deba a un cambio en el estado de protonación de Asp38, el cual 

se encuentra formando enlace de hidrógeno con el OH del ácido sulfénico en la 

dinámica de HSA−SOH. 

En cuarto lugar, se estudiaron a nivel DFT en solución acuosa los posibles 

mecanismos para la oxidación de ácidos sulfénicos por H2O2 en un sistema de bajo 

peso molecular, determinando que el mecanismo más probable es el ataque 

nucleofílico (SN2) del S del anión sulfenato sobre el O del H2O2, dando lugar a la 

formación de agua y anión sulfinato. Teniendo en cuenta estos resultados, se 

procedió a modelar la reacción a nivel QM/MM (con esquema aditivo) en el contexto 

de la HSA, siguiendo el mismo mecanismo que en el modelo de bajo peso molecular, 

siendo estos resultados consistentes con los datos experimentales. Con fines 

comparativos, se modeló la misma reacción a nivel QM/MM usando un esquema 

sustractivo (ONIOM), observándose que dicho esquema subestima de forma 

importante la energía de activación, aunque este fenómeno se debe posiblemente a 

que mientras que con el QM/MM aditivo se usó embedding electrónico para 

optimizar, con ONIOM se utilizó embedding mecánico. Esto sugiere que para 

modelar las reacciones que involucran ácidos sulfénicos es crucial tener en cuenta 
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cómo la electrostática del entorno proteico y del solvente afectan la estructura 

electrónica. 

En quinto lugar, se sondeó si la glicación de residuos de Lys y Arg afecta la 

reactividad del tiolato de Cys34 y también si a su vez la oxidación de Cys34 afecta la 

reactividad de residuos de Lys y Arg. Se concluye que, por un lado, la glicación en 

Lys195 afecta el entorno local del tiolato, llevando a la pérdida del enlace de 

hidrógeno que éste establece con Tyr84, lo implica un aumento en la nucleofilia del 

tiolato, que no se ve reflejado en la reacción con H2O2. En cambio, la glicación en 

Arg410 no parece afectar las propiedades del tiolato. Cabe destacar que si bien otros 

sitios de la HSA son susceptibles a la glicación (la HSA posee 59 residuos Lys y 24 

residuos Arg), estudiar el efecto de cada modificación mediante modelado 

computacional resulta poco viable. El paso a seguir sería realizar un estudio 

experimental, estudiando la cinética de reacciones del tiol de la HSA frente a 

disulfuros y peróxidos en HSA glicada y sin glicar, y también evaluando la acidez del 

tiol. Por otro lado, la oxidación de Cys34 a un disulfuro mixto con cisteína 

(HSA−SS−Cys) parece inducir un aumento en la nucleofilia de Lys525. Esto sugiere 

que dicho residuo aumenta la tendencia a glicarse. Lo opuesto se observa para 

Arg410. Se desconoce si la formación de disulfuros mixtos a nivel de Cys34 favorece 

la aparición de nuevos sitios de glicación. Esto podría estudiarse de forma 

experimental, poniendo a reaccionar HSA reducida y HSA formando disulfuros 

mixtos con glucosa y metilglioxal y luego analizar los sitios de glicación por 

espectrometría de masas. 

Finalmente, se estudió la cinética experimental de la reacción del tiol de la HSA con 

metilglioxal. La reacción resultó ser muy lenta, con una constante de velocidad de 

(8.7 ± 0.8) × 10−4 M−1 s−1 a 37 °C y pH 7.4. Teniendo en cuenta los bajos niveles 

plasmáticos de metilglioxal (menores a 2.5 μM en condiciones patológicas), este 

resultado sugiere que la reacción del tiol de la HSA con metilglioxal no es relevante 

biológicamente. 

En su conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis contribuyen a la 

comprensión de la reactividad de los tioles, especies con gran relevancia a nivel 

biológico, que participan en procesos como la catálisis enzimática, señalización 

redox y detoxificación de especies electrófilas oxidantes y no oxidantes. Entre ellos 

se encuentra el tiol de la HSA, el más abundante en el plasma, al cual se le atribuye 

la función de capturar especies electrófilas en dicho medio. También, estos 
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resultados arrojan información acerca de la interacción entre la oxidación de Cys34 

y la glicación de la HSA, dos procesos que ocurren in vivo y cuyo aumento se 

encuentra asociado a condiciones patológicas.  
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