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0. Resumen 

Los ácidos grasos nitrados (NO2-FA) se han comenzado a estudiar recientemente como 

señalizadores celulares en sistemas vegetales, donde uno de sus roles principales es el de la 

señalización en las vías del estrés (hídrico, por falta de nutrientes, etc.) que causan la 

formación de especies reactivas del oxígeno, dañinas para las células. 

Es posible que estos NO2-FA, especialmente el ácido linolénico nitrado (NO2-LN), participen 

en la modulación de la respuesta antioxidante de la célula vegetal de diversas maneras, dada 

su gran electrofilia, debida a la presencia del grupo –NO2, que causa deficiencia de electrones 

en el carbono en posición beta (Cβ), por lo que este está predispuesto a reaccionar como 

electrófilo. 

El NO2-LN puede reaccionar con las enzimas antioxidantes de la célula, causando 

modificaciones postraduccionales capaces de afectar su catálisis. Una de estas modificaciones 

es la nitroalquilación, en la que el Cβ del NO2-FA forma un aducto con residuos de histidina, 

lisina o cisteína (Cys) mediante reacción de Michael, o tiol-Michael en el último caso. 

Este trabajo se centró en el estudio de la nitroalquilación mediante reacción de tiol-Michael 

de la Cys32 del ascorbato peroxidasa citosólica de la soja, APX.  

En primer lugar, se realizó un barrido en el que se estudiaron 4 familias de NO2-FA, dentro 

de cada una evaluando las nitraciones en todas las insaturaciones, determinando potenciales 

diferencias en sus propiedades que permitieran identificar candidatos para seguir estudiando 

la reacción. Se evaluaron propiedades moleculares relevantes para la reacción, en 6 solventes 

diferentes, para identificar efectos del medio sobre la reactividad y simular diferentes 

ambientes celulares en los que estas especies podrían encontrarse en el sistema biológico. 

Para esto se realizaron optimizaciones de geometría para cada NO2-FA, simulando el solvente 

con modelo de solvente implícito (IEFPCM), concluyendo que no había diferencias entre 

familias ni entre diferentes sitios de nitración, por lo que se continuó con la familia en la que 

se había estudiado la nitroalquilación de APX en la literatura: los NO2-LN, estudiando una 

nitración en cada una de sus 3 insaturaciones. Se concluyó, además, que el medio modula la 

reactividad de los NO2-FA, siendo más reactivos en ambientes más polares. 

Con los 3 regioisómeros de NO2-LN seleccionados se estudió el mecanismo de la reacción de 

nitroalquilación utilizando modelos reducidos previamente validados para los NO2-FA 

escogidos y metil-tiolato como representante de la cisteína de la proteína. Para esto se 

identificaron las especies estables y estado de transición, y se calculó el camino de reacción 

(IRC), para observar el cambio de propiedades clave a lo largo del avance de la reacción. 

Finalmente, sabiendo que hay información experimental que evidencia la existencia del 

aducto, se realizaron simulaciones de dinámica molecular de la enzima con este aducto 

formado y sin él, para identificar cambios estructurales que puedan suceder gracias a esta 

reacción, y que brinden una posible explicación a los cambios en la catálisis evidenciados 

experimentalmente en la APX, lográndose obtener la estructura del aducto y encontrando 

interacciones entre el mismo con un residuo catalítico clave (Arg172), que podrían impedir 

la unión del sustrato y de esta forma inhibir la catálisis. 

Palabras clave: ácidos grasos nitrados, nitroalquilación, ascorbato peroxidasa, modificación 

postraduccional (PTM), efectos del medio 
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1. Introducción 

1.1 Los ácidos grasos y sus nitroalquenos derivados (NO2-FA) en 

eucariotas 

Los ácidos grasos (FAs, del inglés “fatty acids”) son ácidos carboxílicos alifáticos, que 

pueden tener dobles enlaces, en general en configuración cis. Estas especies se clasifican 

como lípidos, y son abundantes en las células eucariotas, con roles cruciales que van 

desde la reserva energética a funciones estructurales en la membrana celular, o 

señalizadoras dentro de la célula. Pueden sufrir beta-oxidación en mitocondrias o 

peroxisomas, que culmina en la producción de acetil-CoA, como se ilustra en la Figura 1. 

Los ácidos grasos insaturados y/o de número de carbonos impares dan propionil-CoA 

como producto de la última tiólisis, que debe sufrir otras reacciones catalizadas 

enzimáticamente para dar el producto final. El acetil-CoA producido se puede utilizar 

para la producción de ATP y cofactores reducidos como NADH y FADH2 que actúen en la 

cadena transportadora de electrones (1). 

 

Figura 1- Proceso de beta-oxidación de los ácidos grasos saturados de número de carbonos par, 

que consiste en ciclos sucesivos de 4 etapas: oxidación, hidratación, oxidación y tiólisis. Extraído 

de (1). 

De no ser necesaria la producción de energía, los FAs pueden sintetizarse de novo y actuar 

como reservorios energéticos (2). Son componentes esenciales de las membranas 

lipídicas que conforman la membrana celular y de otros organelos, como el retículo 

endoplásmico, mitocondrias, lisosomas, peroxisomas, etc. otorgándole diversidad, 

gracias a su naturaleza anfipática y a la existencia de FAs saturados e insaturados, y 

dentro de estos últimos, con una sola insaturación (MUFAs, del inglés “mono-unsaturated 

fatty acids”) o múltiples (PUFAs, del inglés “poly-unsaturated fatty acids”). Los ácidos 
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grasos saturados confieren menos fluidez a la membrana que los insaturados, y de esa 

manera los FAs afectan diversas propiedades biofísicas de las membranas (3). 

Tanto los MUFAs y los PUFAs como los ácidos grasos saturados son capaces de sufrir 

modificaciones químicas, o incorporarse a nuevas moléculas más complejas, como los 

glicerofosfolípidos y los triacilglicéridos (TAGs), lo que les confiere nuevas propiedades 

y por lo tanto nuevos roles dentro y fuera de la célula (2). Una de estas posibles 

modificaciones es la nitración, que ocurre por la adición de especies reactivas del 

nitrógeno derivadas del óxido nítrico (•NO), y del nitrito (NO2
-) sobre uno de los carbonos 

de las insaturaciones de los PUFAs o sobre la única insaturación de los MUFAs, y cuyo 

mecanismo in vivo todavía se discute (4–6). Se plantean 3 posibles mecanismos de 

formación de dióxido de nitrógeno radical que llevan a la nitración de ácidos grasos: la 

nitración dependiente de •NO, la de producción de dióxido de nitrógeno radical (•NO2) 

por hemo-peroxidasas, y la de producción de •NO2 por pH ácido, los cuales se 

esquematizan en la Figura 2a. 

El ataque de las especies reactivas del nitrógeno, como el •NO2 sobre la o las 

insaturaciones de un FA tiene como resultado un ácido graso nitrado (NO2-FA) (7), cuya 

estructura 2D se esquematiza en la Figura 2b junto con la de un FA saturado, un MUFA, 

un PUFA y un TAG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- a) Vías posibles de formación de •NO2 previo a la nitración de los ácidos grasos in vivo. 

Adaptado de (8). b) Representaciones 2D para ejemplos de un FA saturado, un MUFA, un PUFA, 

un NO2-FA y un TAG. Generado con BIOVIA Draw (9).  
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La introducción del grupo –NO2 a la molécula del FA, tiene como resultado un aumento 

en su electrofilia, dado que es un grupo electroatractor. Este aumento se da sobre el 

carbono en posición β con respecto al carbono nitrado, y en el carbono en posición δ en 

el caso de haber dobles enlaces conjugados que permitan deslocalización electrónica 

(10). 

En la Tabla 1 se reportan los principales FA cuya nitración se ha estudiado en sistemas 

biológicos, reportando la cantidad de regioisómeros nitrados posibles para cada uno. En 

la Figura 3 se muestra la estructura 2D de estos FAs, mostrando todos los posibles sitios 

de nitración (en cada carbono de cada insaturación). Sin embargo, los sitios 

preferenciales de nitración cambian según si los dobles enlaces entre carbonos son 

aislados o conjugados. Un ejemplo de esto es el ácido linoleico conjugado, que contiene 

dos dobles enlaces conjugados entre sí. En él se observó experimentalmente que la 

nitración ocurre sobre los carbonos 9 y 12 preferentemente, antes que en el 10 y 13 (11). 

Tabla 1- Nombre común y IUPAC, fórmula molecular, esquema de estructura 2D y notación 

taquigráfica de los principales FAs cuya nitración se ha estudiado en sistemas biológicos. 

Nombre 

común 

Notación 

taquigráfica 

de lípidos 

Nombre IUPAC 
Fórmula 

molecular 

N° regioisómeros 

nitrados 

Ácido oleico 18:1 ácido cis-9-octadecenoico C18H34O2 2 

Ácido 

linoleico 
18:2 Δ9,12 

ácido(9Z,12Z)-9,12-

octadecadienoico 
C18H32O2 4 

Ácido 

linoleico 

conjugado 

18:2 Δ9,11 
ácido(9Z,11E)-9,11-

octadecadienoico 
C18H32O2  4* 

Ácido 

araquidónico 
20:4 Δ5,8,11,14 

ácido(5Z,8Z,11Z,14Z)-

5,8,11,14-

eicosatetraenoico 
C20H32O2 8 

Ácido α-

linolénico 
18:3 Δ9,12,15 

ácido(9Z,12Z,15Z)-

9,12,15-octadecatrienoico 
C18H30O2 6 

*Si bien existen 4 regioisómeros nitrados, no se estudian todos en este trabajo, gracias a la 

abundancia relativa que se reportó experimentalmente como se explicó anteriormente. 

En el ser humano se han detectado NO2-FA provenientes de la dieta y de formación 

endógena en el estómago tras la ingesta de FAs (12–14). Entre los detectados en estos 

organismos se encuentran los provenientes de los ácidos linoleico (LA), oleico (OA), 

araquidónico (AA) y linoleico conjugado (cLA), cuya información química se reporta en 

la Tabla 1, y cuya estructura 2D se representa en la Figura 3. El ácido α-linolénico (LN) 

se encuentra principalmente en sistemas vegetales, y se profundizará sobre él en la 

sección siguiente. 
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Figura 3-Representación 2D de los principales NO2-FA que se han detectado en diferentes 

organismos: NO2-OA, NO2-LA y NO2-cLA, NO2-LN y NO2-AA. El grupo –NO2 se muestra entre los 2 

carbonos de cada insaturación para representar que puede posicionarse sobre cualquiera de ellos 

dos. Generado con BIOVIA Draw (9). 

A pesar de que el énfasis en estudios de los NO2-FA como señalizadores celulares ha 

estado en el ser humano y en otros mamíferos, el interés en los sistemas vegetales ha ido 

aumentando en las últimas décadas (15–18). 

1.2 Los ácidos grasos y NO2-FA en las plantas 

En las plantas los ácidos grasos no se sintetizan en el citosol, sino que, dentro de los 

plastos, lo que implica mecanismos adicionales de exportación para que lleguen a toda 

la célula (19). En estos organismos los FA predominantes son los de 18 carbonos, como 

el oleico, linoleico y α-linolénico (20,21). Además de las funciones mencionadas para 

todos los eucariotas en la subsección anterior, en los sistemas vegetales los FAs tienen 

roles adicionales en las vías del estrés, como precursores de moléculas activadoras de la 

respuesta adquirida a patógenos (SAR), como el ácido jasmónico (JA) y el ácido azelaico 

(AzA), hormonas centrales en este tipo de respuestas, ya que son las que se generan en 

el sitio de infección y viajan por el floema para activar las defensas en otros sitios de la 

planta (22).  

Con respecto a su rol estructural en las plantas, los FAs de la membrana tilacoidal 

cumplen un rol fundamental en la función del fotosistema II, necesario para la 

fotosíntesis (23), y se ha visto que cambios en las proporciones de FAs en la membrana 

plasmática son los que permiten la adaptación a diferentes temperaturas, aumentando 

los ácidos grasos saturados a medida que la temperatura también lo hace (24). 

Adicionalmente, también forman parte de estructuras extracelulares como la quitina, 

suberina y ceras (19). 
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Con respecto a los nitroalquenos derivados de los FAs, en sistemas vegetales se han 

detectado tanto en condiciones basales como en condiciones de estrés. Los FAs cuyas 

variantes nitradas se han detectado en plantas son el LA, OA, cLA y LN, todos con cadenas 

carbonadas de 18 carbonos, como se reporta en la Tabla 1. Algunos de ellos, como el NO2-

OA, el NO2-LA y el NO2-cLA ya se mencionaron anteriormente, ya que están presentes en 

sistemas animales y vegetales. El ácido araquidónico (AA), muy importante como 

precursor de hormonas en los mamíferos, no se encuentra en las plantas. El NO2-FA más 

abundante en las plantas es el ácido nitro-linolénico (NO2-LN), que no se encuentra 

endógenamente en el ser humano, pero es beneficioso para la salud, por lo que se lo 

obtiene de la ingesta de productos derivados de vegetales como el aceite de oliva (15). 

En la Tabla 2 se reporta en qué especies vegetales se encontraron los NO2-FA 

provenientes de los FAs mencionados anteriormente, junto con el estadio/órgano de la 

planta que se estudió, el método experimental utilizado para cuantificarlos y la 

concentración que se obtuvo para cada uno. Se observa que las concentraciones 

encontradas en todos los casos están en el orden de pmol-nmol/g, lo que es coherente 

con los roles de señalización celular que se abordarán a continuación. 

Los NO2-FA tienen varias funciones conocidas en la célula vegetal, sobre todo de 

señalización, reaccionando con facilidad gracias a su gran electrofilia (25). In vitro se ha 

visto que el NO2-LN puede actuar como donante de óxido nítrico (•NO), por un 

mecanismo no del todo elucidado, que podría involucrar una reacción de Nef modificada 

y un intermediario nitroso, como se representa en la Figura 4 (26). Más adelante, se 

detectó mediante espectroscopía de resonancia paramagnética (EPR, del nombre en 

inglés) que el NO2-LA, NO2-cLA y NO2-OA también liberan NO en solución, cuya aparición 

puede seguirse con esta técnica, ya que es una especie química de capa abierta (25). 

Figura 4- Esquema de mecanismo tentativo de reacción de liberación de óxido nítrico a partir de 

NO2-FA, a través de una reacción de Nef modificada luego de la formación de un intermediario 

hidroxi-nitroso. Adaptado de (26). 
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Tabla 2- Resumen de organismos vegetales donde se encontró cada NO2-FA, el método utilizado 

para detectarlos, la concentración (expresada por gramo de peso fresco) y su referencia. 

NO2-FA Organismo y estadio  Método de detección Concentración Ref. 

 

 

Ácido 

nitro-

oleico 

(NO2-OA) 

 

Olea europaea (cultivar Picuar), 

cáscara de fruto 

HPLC-ESI-MS/MS 

*Se detectó en forma 

de aductos NO2-OA-

Cys 

50 pmol/g 
(13) 

 

Brassica napus, semilla 

LC-MS 

1.6987 nmol/g 

(27) 

Brassica napus, brote (2 días 

desde germinación) 
0.3701 nmol/g 

Brassica napus, brote completo 

(7 días desde germinación) 
0.6622 nmol/g 

Brassica napus, tallo de brote (7 

días desde germinación) 
0.3470 nmol/g 

Brassica napus, raíz de brote (7 

días desde germinación) 
0.4260 nmol/g 

Arabidopsis thaliana, brote (14 

días desde germinación) 
MS/MS de infusión 

directa ✝ 
0.476 pmol/g (28) 

Ácido 

nitro-

linoleico 

(NO2-LA) 

Arabidopsis thaliana, brote (14 

días desde germinación) 

MS/MS de infusión 

directa ✝ 
0.563 pmol/g (28) 

Ácido 

nitro-

linoleico 

conjugado 

(NO2-cLA) 

Olea europaea, aceite extra-

virgen 
HPLC-MS/MS N/D (15) 

Ácido 

nitro-

linolénico 

(NO2-LN) 

Arabidopsis thaliana, brote (14 

días desde germinación) 

MS/MS de infusión 

directa ✝ 
1.945 pmol/g (28) 

Arabidopsis thaliana, semilla 

LC-MS/MS 

11.18 pmol/g 

(16) 

Arabidopsis thaliana, brote (14 

días desde germinación) 
3.84 pmol/g 

Arabidopsis thaliana, hoja (30 

días desde germinación) 
0.36 pmol/g 

Arabidopsis thaliana, hoja (45 

días desde germinación) 
0.54 pmol/g 

Arabidopsis thaliana, cultivo 

celular en suspensión (9días) 
0.28 pmol/g 

Pisum sativum, raíz 

LC-MS/MS 

0.072 pmol/g 

(17) Pisum sativum, hojas 0.084 pmol/g 

Oryza sativa, hojas 0.748 pmol/g 

✝ En estos casos las cuantificaciones se realizaron a partir de extractos de la fracción lipídica de 

las plantas analizadas. 

La función de los NO2-FA como reservorios de NO celular compite con la de reacción con 

nucleófilos blandos intracelulares, como los tioles de las cisteínas proteicas o tioles de 

bajo peso molecular, como el glutatión reducido (GSH) intracelular. Otros destinos, como 

la reacción con nucleófilos nitrogenados (como lisina y arginina), la reducción del 
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nitroalqueno a un nitroalcano, y la β-oxidación, entre otros, también son posibles dentro 

del ambiente celular (29). 

Por más que los roles reguladores de los NO2-FA no se hayan elucidado aún por completo, 

se ha visto que al agregarle NO2-OA a una suspensión de células y a hojas de Solanum 

lycopersicum (tomate), y a hojas de Arabidopsis thaliana, se produce liberación de ROS 

en el citosol (medido a través del aumento de H2O2), gracias a la activación de la enzima 

NADPH oxidasa, lo que implica una entrada de Ca2+ desde el compartimento extracelular 

y la acción de proteín-quinasas. La NADPH oxidasa se encarga de la liberación de ROS al 

apoplasto en presencia de patógenos, aunque también lo hace en determinadas etapas 

del desarrollo y ante estrés abiótico (30,31). Adicionalmente, se observó que se produce 

el cierre de los estomas de hojas y la inhibición del crecimiento de la raíz primaria en 

Arabidopsis thaliana (31,32), indicando un rol importante en la respuesta a posibles 

patógenos o estrés externo. Además, se han evidenciado instancias en las que NO2-FA 

actúan en cadenas de señalización que culminan en la activación de genes. Por ejemplo, 

el tratamiento con NO2-LN a plántulas de Arabidopsis thaliana indujo la expresión de 

genes de HSPs (proteínas del shock térmico), HSFs (factores de shock térmico), y 

proteínas de plegamiento de respuesta al estrés del retículo endoplásmico. Todas estas 

familias de proteínas están relacionadas a la resistencia al estrés térmico, al 

aclimatamiento de las plantas al calor, y a la respuesta a la intensidad de la luz, indicando 

otro posible rol de los NO2-FA como señalizadores en la respuesta al estrés (33). 

 

1.3 La nitroalquilación de proteínas por NO2-FA 

Una de las reacciones más estudiadas de la que pueden participar los NO2-FA es la nitro-

alquilación de residuos de cisteína proteicos presentes en proteínas de relevancia 

fisiológica y fisiopatológica, mediante una reacción de tiol-Michael formando un aducto, 

lo que se ilustra en la Figura 5. La reacción sucede mediante un ataque nucleofílico del 

tiol de la cisteína al carbono nucleofílico (Cβ) del NO2-FA, formando un intermediario 

aniónico, que luego se protona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Esquema de la reacción de nitroalquilación, en la que la cisteína de una proteína 

(violeta) reacciona con el Cβ electrofílico de un NO2-FA, para formar un aducto. Generado con 

BIOVIA Draw (9), estructura de la APX con DSV (34). 
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El proceso de adición nucleofílica es reversible, y, por lo tanto, a diferencia de muchas 

otras modificaciones postraduccionales, el aducto de tiol-Michael resultante de estas 

reacciones puede ser eliminado de las proteínas (5,35,36). La formación del aducto entre 

el NO2-FA y las cisteínas proteicas, puede llegar a modificar su actividad. La 

reversibilidad de la nitroalquilación, sumada a la capacidad de los aductos de tiol-

Michael de afectar la actividad catalítica de algunas enzimas, ha llevado a que se haya 

comenzado a considerar a la nitroalquilación como una vía de señalización regulada (37). 

Además, se vio que los NO2-FA también pueden formar aductos con otros nucleófilos 

proteicos, aunque sean más débiles que el tiolato (o tiol) de la cisteína. Por ejemplo, 

pueden reaccionar con el grupo imidazol de los residuos de histidina, o el grupo amino 

de los residuos de lisina, mediante una reacción de Michael, tanto en sistemas animales 

como vegetales (18,35). 

Tanto en animales como en vegetales se ha estudiado la reacción de NO2-FA con GSH, 

dada su importancia para el mantenimiento de la homeostasis redox de las células 

eucariotas. Respecto a los vegetales, se observó en células de tomate que se forma el 

aducto NO2-OA-GS con una concomitante reducción de la concentración de GSH (38). 
Respecto a sistemas animales, aductos de NO2-OA-GS y NO2-LA-GS se detectaron en 

glóbulos rojos humanos sanos, causando además la migración del aducto hacia la 

membrana plasmática (35). 

También se ha estudiado la interacción con cisteínas proteicas, principalmente en 

animales, como la formación de un aducto entre NO2-OA y 6 de los residuos de cisteína 

de Keap1, un inhibidor de Nfr2, una proteína que, en condiciones normales se ubiquitina 

y degrada en el proteasoma. Sin embargo, cuando se forma este aducto se inhibe la 

degradación y se acumula Nrf2, que se transloca al núcleo, induciendo genes codificantes 

de antioxidantes (como las superóxido dismutasas, catalasas, peroxirredoxinas, entre 

otras) y enzimas detoxificadoras (como la NADPH deshidrogenasa quinasa-1 y la 

glutatión S-transferasa), que tienen el elemento ARE (del inglés antioxidant response 

element), en sus promotores (39–42). Se hablará de los sistemas enzimáticos 

antioxidantes celulares más a profundidad en la subsección siguiente. 

Aunque el estudio de los aductos se haya centrado en los animales, también se han 

encontrado en vegetales. En frutos de olivo, se detectaron aductos entre el NO2-OA y 

cisteínas proteicas (se analizaron proteínas hidrolizadas provenientes de todo el fruto, u 

órganos específicos como la cáscara y el mesocarpo, por lo que no se identificó una 

proteína ni un residuo específico de cisteína dentro de ellas) (15). Otro ejemplo de un 

sistema vegetal en el que se han evidenciado los aductos de tiol-Michael de los NO2-FA 

con las cisteínas proteicas es el de la ascorbato peroxidasa (APX) de soja, una enzima de 

vital importancia para el metabolismo redox de las plantas, sobre la que se profundizará 

en las subsecciones siguientes. Mediante espectrometría de masas se evidenció la 

presencia de aductos de NO2-LN, con cisteínas, histidinas y lisinas de la APX, causando 

una disminución de actividad que se atribuyó a la formación de estos, aunque aún no se 

ha explicado el posible mecanismo de la inhibición (18). 

Además de poder afectar la actividad biológica de las proteínas, se ha planteado que los 

aductos de tiol-Michael también actúan como reservorios de NO2-FA (36), liberándolos 
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al aumentar la concentración de especies reactivas de nitrógeno y oxígeno (RNS y ROS, 

respectivamente), cuando tanto las enzimas antioxidantes, como estos señalizadores 

pequeños, deberían aumentar su actividad (18). 

 

1.4 El estrés oxidativo: ROS y mecanismos antioxidantes 

Las especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés, reactive oxygen species) son un 

conjunto de moléculas e iones moleculares que pueden ser radicalarios, pero no 

exclusivamente, que contienen oxígeno, y reaccionan fácilmente con los componentes 

celulares, oxidándolos (22,43). Qué tan reactivas son depende de la inestabilidad de cada 

especie (44). Un ejemplo de ROS son los oxígenos singuletes (como el 1O2), que se generan 

cuando el O2 gana energía y reorganiza sus electrones, pasando de un estado triplete de 

capa abierta, a un estado singulete de capa cerrada (44). Este puede generarse en el 

cloroplasto, gracias a la energía disipada en la captación de energía lumínica por las 

clorofilas (45). Otro ejemplo de ROS es el radical superóxido (O2
.-), que se obtiene cuando 

el oxígeno molecular gana un electrón (46,47). Un ROS no radicalario muy abundante es 

el peróxido de hidrógeno (H2O2), una molécula de capa cerrada que puede formarse por 

la dismutación del superóxido u otros mecanismos. El peróxido de hidrógeno puede 

reaccionar por sí mismo, pero también puede dar lugar a oxidantes más fuertes al 

reaccionar con otros componentes celulares, por ejemplo, dando lugar a radicales 

hidroxilo (•OH) que pueden continuar reaccionando a través de distintos tipos de 

procesos químicos (44). 

La producción de ROS es continua en la célula, ya que es una consecuencia de los procesos 

metabólicos de las mitocondrias, peroxisomas, cloroplastos, entre otros organelos 

(48,49). En condiciones de homeostasis, los mecanismos antioxidantes de la célula 

mantienen a las ROS a las concentraciones necesarias para que puedan actuar como 

segundos mensajeros y señalizadores, participando como factores de transcripción, 

comunicadores entre interior y exterior celular, entre otros (50).  

Por otro lado, el exceso de estas especies en los compartimentos celulares produce daño 

en las biomoléculas (proteínas, lípidos y ácidos nucleicos), que puede afectar la 

viabilidad de las células. Pueden producir peroxidación de lípidos (LPO), en la que se 

oxidan lípidos de la membrana celular y de los organelos, en su mayoría PUFAs, además 

dando lugar a nuevos radicales lipídicos, que pueden empeorar el estrés (51). Esto causa 

pérdidas de fluidez de la membrana, y que sea más permeable a moléculas a las que 

generalmente no lo es (52). También puede ocurrir la oxidación de proteínas, en la que 

algunos residuos se modifican covalentemente, en general de forma irreversible (53). 
Por ejemplo, una modificación común, que se utiliza como señalizador de oxidación 

proteica es la carbonilación de cadenas laterales, que involucra pérdidas de función y 

mayor degradación por el proteasoma (52,54). Las ROS también pueden dañar el ADN, 

modificando las bases nitrogenadas o el esqueleto azúcar-fosfato, provocando 

depurinaciones, desaminaciones, entrecruzamientos (cross-linking, en inglés) de hebras, 

entre otros (43,55). Esto puede traer errores en la replicación y en la transcripción, la 

introducción de mutaciones en el genoma y la activación de procesos de reparación 

celular que pueden causar la eliminación de partes de la secuencia nucleotídica (56–58).  
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El delicado balance necesario en las células en las concentraciones de ROS en las plantas 

es mantenido activamente por sistemas antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos.  

Algunos de los sistemas antioxidantes no enzimáticos incluyen la acción del ácido 

ascórbico (ASH), que actúa como cofactor en enzimas y cumple un rol vital en el ciclo del 

glutatión-ascorbato (GSH-ASH) (59–61). El ASH es capaz de actuar como reductor en 

varias reacciones, llevando a la formación de especies menos reactivas y más inocuas 

para la célula. Una es la de reducción del radical superóxido a radical oxhidrilo en las 

membranas celulares. Otra, la regeneración de otros sistemas antioxidantes, 

recuperando el α-tocoferol a partir de radical tocoferoxilo. El glutatión (GSH) también 

participa en sistemas antioxidantes no enzimáticos, estando involucrado en la expresión 

de genes relacionados al estrés, en vías metabólicas, eliminación de xenobióticos, entre 

otras funciones. La homeostasis redox de las células depende del balance entre el 

glutatión reducido y su forma oxidada (GSSG) (62–64). Otros antioxidantes no 

enzimáticos son: el ya mencionado α-tocoferol, que cumple su rol de scavenger en las 

membranas, gracias a su naturaleza lipídica, eliminando radicales que se generan como 

producto de la LPO (65,66); los carotenoides, con rol fotoprotector (67); los flavonoides, 

que neutralizan radicales y participan en la defensa contra fitopatógenos (68); y la 

prolina, que además de eliminar ROS formados en algunos tipos de estrés, como excesos 

de sales y metales, es un importante señalizador del estado redox de la planta, 

acumulándose en condiciones de estrés (69–72). 

Dentro de los mecanismos antioxidantes enzimáticos se encuentran la superóxido 

dismutasa (SOD) [EC 1.15.1.1], que produce H2O2 a partir de radical superóxido, y 

necesita de un cofactor metálico, que puede ser un catión de cobre, zinc, manganeso o 

hierro (73,74) y las catalasas (CAT) [EC 1.11.1.6], que transforman el H2O2 en H20 y O2, 

por lo que son vitales para el procesamiento del peróxido generado en procesos 

metabólicos esenciales como la β-oxidación de ácidos grasos (que se esquematiza en la 

Figura 1), el metabolismo de purinas, etc. (75). Adicionalmente, utilizan un grupo hemo 

como cofactor (76). Otros ejemplos son la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) 

[EC 1.6.5.4], que recicla el monodehidroascorbato de vuelta a ascorbato reducido, con 

NAD(P)H como donante de electrones (77,78); la glutatión deshidrogenasa (antes 

llamada dehidroascorbato peroxidasa, por lo que se la puede encontrar con el nombre 

resumido DHAR) [EC 1.8.5.1], que hace algo análogo, reduciendo el dehidroascorbato 

(DHA), utilizando el GSH como agente reductor (79); la glutatión S-transferasa (GST) 

[EC 2.5.1.18] y la glutatión peroxidasa (GPX) [EC 1.11.1.9], que utilizan el GSH para 

conjugarlo a xenobióticos electrofílicos, o para reducir el H2O2 y otros peróxidos, 

respectivamente (80,81). 

Uno de los principales sistemas enzimáticos antioxidantes en el citosol y cloroplastos de 

las plantas superiores, además de los antes mencionados, son las APX [EC 1.11.1.11], sobre 

las que se profundizará en la subsección siguiente (82). 
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1.5 Las ascorbato peroxidasas (APX) 

Las APX son una familia de enzimas hemo-peroxidasas de clase I (83) presentes en 

plantas y algas eucariotas, que utilizan peróxido de hidrógeno y ascorbato como 

sustratos, para dar agua y monodehidroascorbato radical (84), que luego puede 

transformarse de vuelta en ascorbato gracias a la acción de una monodehidroascorbato 

reductasa. De estar ausente esta enzima, 2 radicales monodehidroascorbato pueden 

dismutar, dando ácido dehidroascórbico y ascorbato como productos. En la Figura 6a se 

muestra un esquema de la reacción catalizada por las APX. Todas las APX tienen un grupo 

protoporfirina IX como cofactor. Allí, el átomo de hierro, que se encuentra en reposo 

como Fe+3, se encuentra tetracoordinado en posición ecuatorial (como se observa en el 

diagrama de la Figura 6c), mientras que un residuo de histidina ocupa el quinto enlace 

de coordinación, en posición axial. En algunas APX, como es el caso de la de soja, una 

molécula de agua puede ocupar el sexto enlace de coordinación como ligando axial (85).  

Figura 6- a) Esquema de la reacción catalizada por las APX. Generado en BIOVIA Draw (9). b) 

Resumen del mecanismo de la reacción, en la que HS=sustrato (ascorbato en el panel a)) y 

S•=radical oxidado del sustrato (MDHA en el panel a)). c) Estructura de la protoporfirina IX, 

cofactor de la APX, marcando la nomenclatura de cada lado de la molécula. Paneles b) y c) 

adaptados de (85). 

El mecanismo de la reacción catalizada por las APX, que se resume en la Figura 6, 

comienza con la oxidación del cofactor, para formar el Compuesto I, que contiene un 

radical centrado en la protoporfirina, con la concomitante reducción del peróxido de 

hidrógeno a agua. El Compuesto I luego es reducido, formando Compuesto II, y 

generando un sustrato radicalario oxidado (que en el caso del ascorbato corresponde al 

monodehidroascorbato). Por último, el Compuesto II reacciona con otra molécula de 

sustrato, para reducirse nuevamente y regenerar al grupo hemo, generando otra 

molécula de monodehidroascorbato y agua (85). 

Además de encontrarse en plantas superiores y algas eucariotas, se ha detectado APX en 

Tripanosomas (86) y en el ojo bovino (87), enfatizando la importancia de la eliminación 
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del peróxido de hidrógeno mediante el uso del ascorbato como donante de electrones, a 

lo largo de la evolución de los eucariotas. 

En los diferentes compartimentos celulares hay distintas isoformas de la APX presentes: 

hay algunas que se insertan en las membranas tilacoidales, microsomales y 

mitocondriales, las tAPX, mAPX y mitAPX, respectivamente. Otras, se encuentran en 

forma soluble, en el citosol (cAPX) y estroma del cloroplasto (sAPX) (88–94). Las APX 

tienen una alta afinidad por el ascorbato como donante de electrones, presentando KD 

mucho menor que las CAT, que catalizan reacciones similares, pero tienen menor 

especificidad de sus sustratos (95,96). 

Se conocen varios inhibidores de esta enzima, como el azida y el cianuro, que afectan la 

protoporfirina, y otros que modifican los tioles, como el p-cloromercuribenzoato y el 

ácido ditionitrobenzoico (96). Más recientemente, se ha descrito la formación del aducto 

de Michael de la cisteína de la APX con los NO2-LN como otro posible mecanismo de 

inhibición (18). 

Las APX que se han estudiado a mayor profundidad incluyen las citosólicas de Lathyrus 

oleraceus (arveja), Nicotiana tabacum (tabaco), y la de Glycine max (soja). Inicialmente 

se comenzaron a estudiar gracias a su alta identidad de secuencia con una de las 

peroxidasas más estudiadas: la citocromo c peroxidasa (CcP), ya que se creía que podría 

presentar una catálisis similar a la de esta enzima, que forma un radical en un residuo 

de triptófano (Trp191) al generarse el Compuesto I (luego se observó que esto no ocurre 

en la APX, que forma el radical dentro de la protoporfirina como la mayoría de las otras 

peroxidasas conocidas, como se mencionó anteriormente) (85). 

Particularmente la APX citosólica de la soja (GmAPX) es una enzima pequeña, de 250 

residuos. Hay 33 estructuras experimentales de la GmAPX depositadas en el PDB (Protein 

Data Bank) hasta la fecha, de las cuales sólo 2 contienen al ascorbato unido, y 12 

contienen mutaciones. Una de las primeras estructuras experimentales obtenidas de la 

GmAPX, depositada en el PDB con el código 1OAG es la que se utilizó en este trabajo, ya 

que además tiene una estructura hermana que surge de la misma publicación en la que 

la enzima se encuentra en complejo con el ascorbato (con el código 1OAF) (97). Respecto 

a su estructura secundaria, la GmAPX (1OAG) presenta un 47% de bucles, 41% de α-

hélices, y tan solo 1% de hojas-β según el criterio de Kabsch y Sander (98). 

En la Figura 7a se puede observar dónde se posiciona el grupo hemo, sobre la estructura 

de la APX (1OAG), destacándose los aminoácidos que interaccionan con él según la 

literatura (97). Se puede apreciar que la APX citosólica de soja es una de las APX que 

tienen una molécula de agua coordinada con el átomo de hierro axialmente, mientras 

que la histidina que se coordina desde el otro lado del plano de la protoporfirina IX en 

este caso es la His163. Los propionatos de la protoporfirina interactúan con la His169 y 

la Arg172, siendo este último el único residuo que interactúa directamente con el hemo 

que también tiene un rol en la interacción con el ascorbato, cuando este se une. 

En la Figura 7b se observa que el ascorbato se posiciona superficialmente sobre la 

proteína, pero de todas formas logra interactuar con una de las caras del grupo hemo. 

Además, a su alrededor se encuentra la Cys32, con la que no interactúa directamente, 
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pero su cercanía permite que modificaciones a este residuo puedan impactar el sitio de 

unión del ascorbato. Como se mencionó anteriormente, también interactúa con la Arg172, 

y la Lys30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7- Estructuras cristalográficas de la APX en presencia/ausencia de ascorbato (Asc) 

mostrando sus estructuras 3D y entornos de interacción de a) el grupo hemo, sobre la estructura 

PDB:1OAG, y b) el ascorbato, sobre la estructura PDB:1OAF. Generado con VMD (99). 

 

1.6 La importancia de los cultivos de soja en Uruguay y el mundo 

La soja es una planta oleaginosa de la familia de las legumbres (100), cultivada para 

producir aceite a partir de sus semillas, aunque su alto contenido proteico también la 

hacen atractiva para otros productos, tanto para consumo humano como animal (100–

102). Su cultivo ha aumentado en los últimos años, en 2009 llegando a ser el principal 

cultivo oleaginoso en el mundo, seguida de la colza, el algodón, maní, entre otros. (103). 
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Además, su simbiosis con las bacterias fijadoras de nitrógeno de la familia Rhizobium 

han permitido que se utilice en cultivos rotatorios para recuperar la tierra (101). 

Alrededor del 85% de la soja producida mundialmente se cultiva en América, siendo los 

principales países productores Estados Unidos, Brasil, Argentina y China (104). En el 

Uruguay, la soja es el principal cultivo de verano de grano seco por superficie sembrada, 

con 82% de la superficie total de cultivos de verano en 2023 (1009899 hectáreas 

sembradas) (105). Sin embargo, aunque ha ido en aumento la superficie de soja cultivada 

en el país, la productividad (kg/ha) no ha aumentado como lo hizo en otros países. Por 

esto, se ha buscado mejorar las prácticas de manejo de los cultivos, y el mejoramiento 

genético de la planta (106,107). 

Los diferentes tipos de estrés abiótico a los que se puede enfrentar la planta, como por 

la salinidad excesiva del suelo, por sequía, por temperaturas extremas, o por metales 

pesados, causan una mayor producción de ROS, y afectan el correcto desarrollo y 

crecimiento, muchas veces llevando a pérdidas importantes en los cultivos (108–112). 

Dado el rol central a nivel mundial y local del cultivo de soja, y el efecto que los sistemas 

de respuesta al estrés de la planta pueden tener sobre la productividad de los cultivos, 

es de vital importancia entender a fondo la regulación de estos sistemas. En este caso, el 

estudio de la inhibición de uno de los posibles mecanismos de regulación antioxidante, 

la APX, permite el acercamiento a uno de los mecanismos de la planta que puede ser un 

blanco interesante de mejoramiento genético. 

1.7 Objetivos 

Objetivo General: Contribuir desde el modelado y simulación computacional a la 

comprensión de la forma en que distintos ambientes locales (representativos de 

membrana celular y citoplasma) modulan propiedades fisicoquímicas de un conjunto de 

FA insaturados de 18C y sus derivados NO2-FA presentes en plantas, aportando nuevo 

conocimiento del efecto que tiene sobre la estructura 3D, dinámica y reactividad de la 

APX la nitroalquilación del residuo Cys32 por NO2-FA junto a la construcción de un 

modelo del mecanismo que conduce a dicha PTM. 

Objetivos Específicos: 

1. Caracterizar por modelado DFT/PCM las propiedades fisicoquímicas de 4 ácidos 

grasos FA (oleico, linoleico, linoleico conjugado y linolénico) y 14 nitroalquenos 

NO2-FA derivados de los anteriores en medios de distinta polaridad, permitiendo 

examinar la modulación por parte del entorno en distintas dimensiones de 

comparación. 

2. Caracterizar a nivel DFT/PCM el mecanismo de reacción de nitroalquilación de 

Cys por NO2-LN empleando un modelo reducido que contenga los fragmentos 

esenciales responsables de la reactividad del NO2-FA y siguiendo un mecanismo 

de ataque tipo tiol-Michael. 

3. Determinar por simulaciones MD el efecto de la formación del producto de 

nitroalquilación en Cys32 por NO2-LN sobre la estructura, dinámica y reactividad 

de la APX de la soja. 
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2. Metodología 

2.1 Barrido de propiedades de NO2-FA con la polaridad del medio y 

validación de modelos reducidos (RM) 

Las estructuras de los 4 FA (OA, LA, cLA y LN) y sus 14 variantes nitradas se obtuvieron 

por optimización de geometría sin restricciones en diferentes entornos utilizando la 

teoría del funcional de la densidad (DFT) a nivel ωB97XD/6-31G(d) (113,114), empleando 

una grilla de integración ultrafina. La elección del funcional se debe a que ya se ha 

utilizado con éxito para describir reacciones de tiol-Michael, para las que se necesita 

incluir la dispersión (115). Para la descripción del medio se utilizó el Método de Continuo 

Polarizable (PCM) en su implementación IEFPCM (116), empleando radios de Bondi para 

la construcción de las cavidades (117) e incluyendo componentes no electrostáticas 

(cavitación, dispersión, repulsión) en el cálculo de energías y derivadas (118–120). La 

naturaleza de todas las estructuras obtenidas se verificó como puntos estacionarios en 

la superficie de energía potencial (SEP) mediante el análisis de los valores propios del 

Hessiano analítico al mismo nivel y condiciones de cálculo. Se empleó el software 

Gaussian 16 Rev. C.01 (121). 

Los 6 medios empleados abarcan constantes dieléctricas en el rango de 2.3 a 78.4, como 

se muestra en la Tabla 3, para describir ambientes de diferente polaridad en los que se 

puedan encontrar estas moléculas en el ambiente celular, con el objetivo de evaluar 

cambios en su reactividad. El benceno (ε=2.3) se utilizó como representante de un 

ambiente apolar de membrana, en la que los NO2-FA se almacenan y no reaccionan, dada 

la similitud de sus constantes dieléctricas (122). Por otro lado, el agua (ε=78.4), se utilizó 

como representante del citosol más polar, en el que estos compuestos reaccionan con la 

enzima citosólica. Los demás medios se eligieron por sus polaridades intermedias entre 

los dos extremos anteriores, con el objetivo de obtener un barrido de las propiedades de 

los (NO2)-FA al variar la constante dieléctrica.  

Tabla 3-Solventes utilizados en el barrido de propiedades de (NO2)-FA, con sus respectivas 

constantes dieléctricas (ε). 

Solvente Agua DMSO Acetona n-Octanol Dietiléter Benceno 

ε 78.4 46.8 20.5 9.9 4.2 2.3 

 

Los descriptores de reactividad utilizados para caracterizar las especies se definen en el 

marco del DFT Conceptual (123). A partir de aproximar la afinidad electrónica y el 

potencial de ionización mediante la energía de los orbitales KS de frontera LUMO (Lowest 

Unoccupied Molecular Orbital), y HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital), 

respectivamente identificadas como εLUMO y εHOMO, (aproximación de orden cero) (123). 

𝐷𝑢𝑟𝑒𝑧𝑎 𝑔𝑙𝑜𝑏𝑎𝑙 (𝜂) =
𝜀௅௎ெை − 𝜀ுைெை

2
                                                  𝑬𝒄. 𝟏 

𝐵𝑙𝑎𝑛𝑑𝑢𝑟𝑎 𝑔𝑙𝑜𝑏𝑎𝑙 (𝑆) =
1

𝜂
                                                               𝑬𝒄. 𝟐 
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𝑃𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑄𝑢í𝑚𝑖𝑐𝑜 (𝜇) = −
𝜀ுைெை + 𝜀௅௎ெை

2
                                            𝑬𝒄. 𝟑 

𝐸𝑙𝑒𝑐𝑡𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑖𝑎 𝑔𝑙𝑜𝑏𝑎𝑙 (𝜔) =
𝜇ଶ

2𝜂൘                                                     𝑬𝒄. 𝟒 

A su vez, a partir de un análisis poblacional NPA sobre un tratamiento NBO de Weinhold 

(124,125) se calcularon cargas atómicas y órdenes de enlace de Wiberg (WBI) (126). 

A partir de los resultados obtenidos, se continuó el estudio únicamente con la familia de 

NO2-LN, en agua y octanol como medios. 

Se calculó la función de Fukui de ganancia electrónica f+ (123,127), calculada como la 

sustracción de las densidades electrónicas de los sistemas de referencia (N) y con un 

electrón más (N+1), mapeada sobre la densidad electrónica del sistema de referencia, 

(con un valor de isodensidad de 0.0003 a.u.), graficándose sobe las estructuras 

optimizadas. 

Esta función se calculó a nivel atómico para los Cβ utilizando la carga atómica en los 

sistemas N y N+1. Estas últimas se obtuvieron mediante cálculos single point sobre la 

geometría del sistema de referencia: 

𝐹𝑢𝑘𝑢𝑖 𝑐𝑜𝑛𝑑𝑒𝑛𝑠𝑎𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑔𝑎𝑛𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝐶ఉ ቀ𝑓஼ഁ

ା ቁ = 𝑞ேାଵ − 𝑞ே                                  𝑬𝒄. 𝟓 

Adicionalmente, se calculó la electrofilia local del Cβ de las especies de la siguiente 

manera: 

𝐸𝑙𝑒𝑐𝑡𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑖𝑎 𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙 (𝜔௟) = 𝑓஼ഁ

ା ∗ 𝜔                                                       𝑬𝒄. 𝟔 

Luego de seleccionar 3 regioisómeros de NO2-LN para caracterizar el mecanismo de 

reacción, se repitió el procedimiento descripto en 2.1 para la obtención de estructuras y 

propiedades de modelos reducidos (RM) representativos. Estos RM incluyen los átomos 

relevantes para la reacción, como se ejemplifica en la Figura 8. Con el fin de validar 

estos RM se compararon sus propiedades con las de sus respectivos modelos completos 

para asegurar que la reactividad y otras características relevantes se mantengan y se 

pueda modelar la reacción de forma precisa. 

 

Figura 8- Molécula completa de 16-NO2-LN (izquierda) junto con su RM (derecha). La caja verde 

muestra dónde se realizó el corte en la molécula completa. Se ilustra el 16-NO2-LN, pero se realizó 

análogamente con los otros 2 regioisómeros estudiados. 
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2.2 Caracterización de mecanismos de reacción con los RM 

Luego de validados los modelos reducidos de los 3 regioisómeros de NO2-LN 

seleccionados, se modeló la reacción de nitroalquilación de la cisteína (en su forma 

tiolato), utilizando metiltiolato como modelo material de mínima para representar a esta 

última, habiéndose comprobado en una tesina de grado previa realizada en el mismo 

grupo de investigación (LQTC) que ésta es apropiada para representar las propiedades 

de la cisteína (128). La estructura del metiltiolato se obtuvo al mismo nivel y condiciones 

(en octanol y agua) descriptas en 2.1.  

Se caracterizaron las estructuras geométricas de los estados de transición (TS), 

complejos de reactivos (RC) e intermediario aniónico (IA) para las 3 reacciones en ambos 

medios, siguiendo el mismo protocolo que en 2.1. Se obtuvieron caminos de reacción en 

coordenadas intrínsecas (IRC) que los conectan, utilizando el algoritmo HPC (200 pasos 

en cada dirección y un tamaño de paso de 0.03 Bohr) (129,130). 

Se determinó la energética de activación y de reacción (la termoquímica se calculó a 298 

K y 1 atm) usando la termodinámica estadística con las aproximaciones implementadas 

en Gaussian16 Rev. C.01. 

Adicionalmente, se siguió la evolución de propiedades relevantes en la reacción y a lo 

largo del camino de reacción (distancias de enlace, ángulos diedros, cargas NPA de 

átomos participantes, y WBI de los enlaces Cα=Cβ y Cβ-S). Esto se realizó mediante 40 

cálculos single point partiendo de estructuras provenientes del IRC, al mismo nivel de 

cálculo que en la subsección anterior. 

Se calculó el grado de avance porcentual de la reorganización electrónica en las 

reacciones al llegar al TS, utilizando los valores de WBI para los enlaces Cα=Cβ y Cβ-S, de 

la siguiente forma: 

𝐺𝑟𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝑣𝑎𝑛𝑐𝑒 (%) =
𝑊𝐵𝐼்ௌ − 𝑊𝐵𝐼ோ஼

𝑊𝐵𝐼ூ஺ − 𝑊𝐵𝐼ோ஼
∗ 100                                             𝑬𝒄. 𝟔 

Donde WBI representa el valor de dicha propiedad para uno de los enlaces antes 

mencionados, para las diferentes especies. 

Con esta información se eligió un único regioisómero de NO2-LN para estudiar las 

características del aducto formado, como se describe en la siguiente sección. 

2.3 Estructura y dinámica de APX y la reactividad de Cys32 

Se obtuvo la estructura de partida de la APX citosólica de soja a partir de la determinación 

experimental de difracción de rayos X de resolución 1.75Å depositada en el PDB ID 1OAG 

(97). Se determinó el estado de protonación de los residuos a pH=7.4, representativo del 

citosol celular vegetal, con el servidor H++ (131). Sobre esto se generó una estructura con 

la Cys32 como tiol (Cys32-SH) y como tiolato (Cys32-S-). Se agregaron los átomos de 

hidrógeno faltantes y se solvató el sistema con una caja de agua TIP3P (132) octaédrica 

truncada extendida hasta 12 Å alrededor de la proteína, neutralizando con iones K+ 

(representativo del interior celular), utilizando el módulo leap implementado en 

AMBER20 (133). 
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Los residuos proteicos se describieron utilizando el campo de fuerza AMBER ff19SB 

(134). El cofactor fue descrito con el campo de fuerza GAFF (135), utilizando los 

parámetros obtenidos por el grupo del prof. Estrin en la UBA (136,137). Las cargas para 

el residuo modificado en el aducto se generaron utilizando el protocolo RESP (138), y 

AMBER-parm99 (133,139) para los parámetros restantes. 

Los 3 sistemas (APX con Cys32SH, Cys32S- y con el aducto) se minimizaron por etapas 

utilizando el módulo Sander de AMBER20 (133), empleando 20000 pasos en total, de los 

cuales 10000 se realizaron con el algoritmo Steepest Descent, y los restantes con 

Gradiente Conjugado. Primero se minimizó aplicando restricciones sobre la proteína, con 

un potencial armónico de 10 kcal.mol-1Å-2 y luego eliminando las restricciones, liberando 

el sistema completo. Los sistemas se calentaron a 298 K durante 100 ps en un ensemble 

NVT, y el termostato de Langevin (140). Posteriormente se equilibraron durante 1 ns a 1 

atm, en un ensemble NPT, y el baróstato de Monte Carlo (141). El tiempo de simulación 

fue de 500 ns, y realizados utilizando el módulo pmemd.cuda de AMBER20 (133), con  un 

paso de integración de 2 fs limitando los enlaces que involucran hidrógeno con el 

algoritmo SHAKE (142). La temperatura se mantuvo a 298 K utilizando el termostato de 

Langevin, y la presión a 1 atm con el baróstato Monte Carlo. 

El análisis de las trayectorias obtenidas se realizó con el módulo cpptraj de AmberTools21 

(133). Se evaluó la convergencia de cada simulación mediante la evolución el RMSD de 

los carbonos α (Cα). El RMSF de los Cα se utilizó como indicador de la flexibilidad de cada 

residuo en cada sistema. 

Se estudió la red de enlaces de hidrógeno en torno a Cys32 en los 3 sistemas y el grado 

de exposición de este residuo en su forma Cys32S-/Cys32SH, utilizando el módulo cpptraj 

de AmberTools21 (133). 

Las trayectorias de las 3 simulaciones se agruparon en 5 clusters cada una, mediante 

clustering jerárquico aglomerativo. Para análisis se consideraron las estructuras 

representativas de los clusters que tuvieran una presencia de 10% o más en sus 

respectivas simulaciones. Para el análisis de interacciones no covalentes, se 

consideraron únicamente las estructuras de los clusters más poblados para cada sistema. 

Para estudiar la reactividad de la Cys32 en la APX, en su formas Cys32S- y Cys32SH, se 

realizaron cálculos single point ONIOM (143) a nivel ωB97XD/6-31+G(d):AMBER, sobre 

las estructuras representativas de la proteína obtenidas de los clusters con más de 10% 

de permanencia en cada simulación. La región QM se ubicó en todos los casos sobre la 

cadena lateral de la cisteína. El descriptor calculado para evaluar la reactividad fue la 

dureza global, como se describe en la Ec. 1. 
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3. Resultados y su discusión 

3.1 Barrido de propiedades de NO2-FA según la polaridad del solvente 

Con el fin de evaluar los cambios en la reactividad de los NO2-FA que pudieran suceder 

gracias al cambio en la polaridad del medio en el que se encuentran se estudió su dureza 

y su electrofilia. La dureza nos da un indicio de la reactividad general de las especies, 

pudiendo evidenciar las diferencias en esta que provoca la nitración, y además las 

posibles diferencias entre regioisómeros que se nitraron en carbonos diferentes. La 

electrofilia, por su parte, describe la avidez de una especie por los electrones, algo crucial 

para que se de la reacción de nitroalquilación, en la que, como se describió en la Sección 

1.3, los NO2-FA se comportan como electrófilos. La variación de ambas propiedades para 

todas las familias de NO2-FA estudiadas, así como las de sus variantes sin nitrar, con la 

polaridad del medio se reportan en la Figura 9. 

Allí, en el panel a), se observa que para todas las familias estudiadas se cumple que las 

especies nitradas presentan una menor dureza que los ácidos grasos sin nitrar, en todos 

los medios. Cabe destacar que los tioles celulares son especies blandas, por lo que una 

menor dureza de los ácidos grasos nitrados habla de una mejor compatibilidad entre ellos 

y el tiol de la cisteína de la APX para poder reaccionar. 

Además, se observa que sí hay una modulación de la dureza por el solvente, en todos los 

casos aumentando en el rango de ε=2-20, entrando en un plateau entre 20 y 78, que se 

aprecia mejor en la Figura A1 del Anexo. Esto nos indica que el comportamiento de estas 

especies podría mantenerse si se los estudia en este último rango. Además, esto es lógico 

al pensar en que, en el contexto de las membranas celulares, donde estos compuestos se 

almacenan, serían menos reactivos, mientras que al ser extraídos de la membrana y 

entrar en el ambiente más polar del citosol podrían ser más reactivos (en el citosol es 

donde se da la reacción de nitroalquilación con la APX). Tanto al comparar los valores de 

dureza obtenidos para los regioisómeros dentro de cada familia, como comparando las 

familias entre ellas, se observa que presentan valores de dureza equivalentes, por lo que 

en principio todos son igualmente reactivos. 

Figura 9- a) Dureza y b) Electrofilia de todas las especies estudiadas, con los NO2-FA 

representados como círculos y los FA como triángulos. La polaridad del medio se representa a 

través de la intensidad del color (a mayor polaridad del medio, más intenso el color). Cada color 

corresponde a una familia: azul-oleico, rojo-linoleico, naranja-linoleico conjugado y verde-

linolénico.    
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Al igual que para la dureza, al analizar la electrofilia se observa que esta varía de la 

misma manera con la polaridad de solvente, y que los valores se mantienen tanto dentro 

de cada familia, entre regioisómeros, como entre todos los estudiados. Igualmente se 

observa una leve variación entre los regioisómeros del ácido linolénico, lo que se observa 

claramente en la Figura 9b (y en la Figura A2 del Anexo). En este caso se obtuvo que las 

especies nitradas son más electrófilas que las no nitradas, lo que era de esperar, gracias 

a la presencia del grupo nitro, que tiene una gran avidez por los electrones. 

Se aprecia que la electrofilia presenta algo más de variabilidad que la dureza, 

especialmente en la familia de los ácidos linolénicos, pero de todas formas los cambios 

son mínimos. También se observa la gran separación de los puntos de color menos 

intenso (aumento grande de dureza/electrofilia que se observa en las Figuras A1 y A2, y 

la superposición de los puntos de color más intenso (plateau)). 

Luego de haber determinado que las familias tenían propiedades equivalentes, se decidió 

continuar trabajando con la del ácido linolénico, debido a que es con la que se reportan 

los aductos de tiol-Michael con la APX experimentalmente. 

Además de utilizar la electrofilia global, se puede calcular la electrofilia local de cada 

átomo, sabiendo que el que ataca a la cisteína de la proteína es el Cβ. La electrofilia local 

de este átomo en los regioisómeros de NO2-LN se estudió en benceno y en agua, los dos 

extremos del rango de dieléctricos utilizado en este trabajo. Esto se reporta en la Figura 

10. 

 

Figura 10- Electrofilia local del Cβ de los regioisómeros del NO2-LN, en agua (ε=78.4) y en 

benceno (ε=2.3). 

Se observa una clara disminución de la electrofilia en el benceno, en comparación con el 

agua. Este comportamiento nuevamente concuerda con el aumento de reactividad de 

estos compuestos al ser liberados al citosol, de constante dieléctrica mayor que el 

ambiente de membrana en el que se almacenan. 

A diferencia de la electrofilia global, la electrofilia local del Cβ sí presenta diferencias 

más marcadas entre regioisómeros, aunque con diferencias dentro del rango de 2 eV. En 

ambos medios estudiados los ácidos linolénicos nitrados en las posiciones 12 y 16 tienen 

los Cβ más electrófilos. Centrándonos en el medio en el que ocurrirá la reacción (agua), 
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estos dos últimos regioisómeros son los de Cβ más electrófilo, seguidos de los nitrados 

en posición 9 y 10, y por último los nitrados en posición 12 y 13, con el Cβ menos 

electrofílico. 

Teniendo en cuenta las variaciones mínimas de electrofilia local del Cβ dentro de la 

familia de los NO2-LN, se eligieron solamente 3 para continuar con el estudio del 

mecanismo de la reacción de nitroalquilación. Primeramente, se continúa estudiando 1 

solo isómero de cada una de las 3 insaturaciones que contiene el LN, de forma de que 

quede contemplada la posibilidad de que la posición de la nitración sobre el LN afecte de 

alguna forma el mecanismo de la reacción. Entonces, se eligieron el 9-NO2-LN, que se 

nitra en la primera insaturación del LN; el 13-NO2-LN, que se nitra en la segunda; y el 

16-NO2-LN, que se nitra en la tercera y última insaturación. Estos regioisómeros, además, 

presentaron electrofilias locales del Cβ levemente diferentes, como se mencionó 

anteriormente, encontrándose el 16-NO2-LN entre los que tienen el Cβ más electrófilo, el 

9-NO2-LN entre los de electrofilia intermedia, y el 13-NO2-LN entre los de menor 

electrofilia del Cβ. De esta forma, se incluye en el estudio del mecanismo de reacción de 

nitroalquilación todo el espectro de electrofilias del Cβ dentro de la familia de los NO2-

LN, pudiendo evaluarse su efecto sobre la cinética de las reacciones obtenidas. 

3.2 Validación de modelos reducidos de NO2-LN 

Para estudiar la reacción de nitroalquilación con la cisteína de la APX, se utilizaron 

modelos reducidos de los NO2-FA, dado que el carboxilato y la cadena hidrocarbonada 

adyacente no participan en la reacción y aumentan el costo computacional. Para estudiar 

el mecanismo de la reacción, se eligieron los 9-, 13- y 16-NO2-LN, como se explicitó 

anteriormente. Qué átomos de la molécula de NO2-LN se incluyeron en los modelos 

reducidos se muestra en la Figura 8. 

Para validar estos modelos reducidos (RM) se compararon las algunas de sus propiedades 

relevantes para la reacción con las de sus respectivos modelos completos. En la Tabla 4 

se recopilan propiedades relevantes para la reacción de nitroalquilación de los modelos 

completos y los reducidos, para los 3 regioisómeros estudiados. 

Tabla 4- Comparación de propiedades moleculares (a.u.) y energías de orbitales de frontera (eV) 

para sistemas completos de NO2-LN y sus RM.  

Modelo de NO2-LN q NPA N q NPA Cα q NPA Cβ 
WBI 

C-N 

WBI 

Cα=Cβ 
εHOMO εLUMO 

9-LN 0.525 0.067 -0.101 0.939 1.783 -8.67 -0.78 

RM 9-LN 0.523 0.061 -0.105 0.937 1.780 -8.71 -0.82 

13-LN 0.525 0.065 -0.099 0.935 1.786 -8.45 -1.29 

RM 13-LN 0.526 0.066 -0.098 0.937 1.785 -8.91 -0.84 

16-LN 0.523 0.072 -0.100 0.941 1.789 -8.66 -0.82 

RM 16-LN 0.524 0.069 -0.106 0.935 1.791 -8.75 -0.82 
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Al comparar las cargas de los átomos relevantes para la reacción, como lo son el 

nitrógeno del grupo nitro (N), el carbono que sufre la nitración (Cα), y el carbono que va 

a reaccionar, sufriendo el ataque nucleofílico por parte del átomo de azufre de la cisteína 

(Cβ), se ven diferencias mínimas entre los modelos, para todos los regioisómeros. Un 

comportamiento similar se observa en ambos enlaces estudiados, el Cα-N y el Cα=Cβ. 

Respecto a la reactividad, se pueden comparar los valores de las energías de los orbitales 

de frontera, con especial relevancia del LUMO, dado que estos compuestos se 

comportarán como electrófilos en la reacción en estudio. Una menor energía del LUMO 

representa una mayor facilidad para aceptar electrones, en este caso siempre con valores 

negativos, lo que muestra la gran electrofilia de estas moléculas. En los 3 regioisómeros 

las energías de ambos orbitales de frontera se mantienen aproximadamente constantes 

entre los modelos completos y reducidos. 

Además de calcular la electrofilia global de estas especies, se puede representar la avidez 

por electrones de forma gráfica, utilizando la función de Fukui de ganancia mapeada 

sobre una superficie de isodensidad electrónica, lo que se reporta en la Figura 11. Allí se 

evidencia que los RM de los 3 regioisómeros estudiados de NO2-LN reproducen lo que se 

observa en sus sistemas completos: la mayor tendencia a la ganancia de electrones se 

encuentra localizada sobre el grupo -NO2, seguida del Cβ, que también presenta avidez 

por electrones (que era lo esperado para estas moléculas, y es especialmente importante 

en este caso ya que es este carbono el que hará de electrófilo en la reacción de tiol-

Michael que se estudió en el objetivo siguiente). 

Figura 11- Fukui de ganancia mapeada sobre la densidad electrónica del estado basal de electrones 

para los modelos completos (arriba) y reducidos (abajo) de a) 9-NO2-LN, b) 13-NO2-LN y c) 16-

NO2-LN. Valores desde -1x10-5 (rojo) a 3.5x10-4 a.u. (azul). 

Dado que los modelos reducidos de los 3 regioisómeros estudiados del NO2-LN replican 

tanto propiedades globales, como locales, relacionadas a la reacción de interés, se 

considera que son apropiados para estudiar la reacción de tiol-Michael en lugar de los 

modelos completos. 
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3.3 Caracterización del mecanismo de reacción de nitroalquilación de 

Cys por NO2-LN 

Se caracterizó la reacción de nitroalquilación de las cisteínas por los 3 regioisómeros del 

NO2-LN elegidos anteriormente, utilizando los RM de los mismos validados en el objetivo 

anterior y el metiltiolato (CH3S-) como modelo reducido de la cisteína. Como se 

evidenciará más adelante, no se lograron obtener verdaderos RC para las reacciones de 

ninguno de los 3 regioisómeros de NO2-LN estudiados, ya que todos presentaron una 

energía potencial levemente mayor a la de los reactivos separados al infinito (ver Tablas 

A1 y A2 del Anexo). Por este motivo, se presentan como RC las estructuras más estables 

que se encontraron para cada sistema, aunque no correspondan a verdaderos RC. 

En la Figura 12 se observan las estructuras obtenidas para RC, TS e IA para cada 

regioisómero en agua. Sus correspondientes en octanol son similares y se muestran en 

el Anexo (Figura A3). La flexibilidad de las cadenas hidrocarbonadas les permite 

plegarse para formar interacciones hidrofóbicas que estabilicen la especie, de diferentes 

formas según la posición del grupo NO2.  

Cabe destacar que para el caso del 13-NO2-LN se exploró el ataque desde la otra cara del 

doble enlace C=C, lográndose obtener un TS, y generándose un camino de reacción IRC, 

pero no logrando encontrar un RC, por lo que se intentó con la cara que se muestra en la 

Figura 12. El ataque por esta cara en principio parecería tener más impedimento 

estérico, pero se termina logrando obtener un complejo de reactivos, en el que el 

metiltiolato logra tener un ángulo de ataque similar al de los demás regioisómeros. Debe 

tenerse en cuenta que la reacción de nitroalquilación que finalmente interesa abordar, 

en realidad ocurre en una cisteína proteica, que puede no tener la misma accesibilidad 

que el metiltiolato, dificultando que logre acomodarse correctamente.  

El ángulo Φ, formado entre el doble enlace Cα=Cβ y el átomo de azufre, es muy similar 

entre regioisómeros para cada estructura, y aumenta al formarse en enlace en todos los 

casos (ver Figura 12). Un Φ cercano al del RC fue vital para la obtención de las especies 

estables, y pequeñas variaciones en la estructura de partida causaban que no se obtuviera 

el complejo. Esto destaca la sensibilidad e importancia de este ángulo en esta reacción. 

En el caso de los regioisómeros 9- y 16- nitrados, el ángulo aumenta 15.8° y 17.1° entre 

el RC y el IA, respectivamente. En el caso del 13-NO2-LN el ángulo aumenta únicamente 

8.5°, lo que puede deberse a los impedimentos estéricos que se generan en este caso, 

como se mencionó anteriormente. Los regioisómeros del NO2-LN no se diferenciaron 

únicamente en el aumento de este ángulo Φ al progresar la reacción, sino que, el 13-NO2-

LN presenta un valor aproximadamente 10° mayor a los otros dos en su RC. Este ángulo 

más abierto indica diferencias estructurales que podrían estar relacionadas a la 

energética desfavorable que se encontró para la reacción con este regioisómero más 

adelante en esta sección.  
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Figura 12- Estructuras de complejo de reactivos (RC), estado de transición (TS) e intermediario 

aniónico (IA) de la reacción de tiol-Michael de los regioisómeros 9-, 13- y 16-NO2-LN en agua. Para 

todas las estructuras mostradas se evidencia el valor del ángulo Cα-Cβ-S (Φ), definido en la 

primera de ellas en verde. 

En la Figura 13 se muestran los caminos de reacción (IRC) obtenidos para cada 

regioisómero de NO2-LN en agua (y sus respectivos gradientes en la Figura A4 del Anexo) 

y la evolución de parámetros y propiedades de interés para la reacción. En particular las 

distancias entre el Cβ y el azufre del metiltiolato, que forman un nuevo enlace; entre los 

Cα y Cβ, cuyo doble enlace debe debilitarse para que pueda formarse el enlace nuevo ya 

mencionado; y entre el Cα y el nitrógeno del grupo NO2. Se muestran en esta figura 

además las cargas NPA de los átomos relevantes: además de los anteriormente 

mencionados, se evalúa la de los 2 átomos de oxígeno del grupo NO2. Por último, se evalúa 

el WBI del enlace en formación (Cβ-S) y el doble enlace que se debilita (Cα=Cβ), que 

permiten evaluar si los procesos de de formación y ruptura se dan de forma sincrónica. 

Estos mismos aspectos se estudiaron en octanol, obteniéndose resultados similares, que 

se muestran en el Anexo (Figura A5). 
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Figura 13- Para los regioisómeros 9-, 13- y 16-NO2-LN con el agua como solvente se muestran a) 

Los caminos de reacción obtenidos para cada uno, b) Las distancias de los enlaces relevantes para 

la reacción, c) las cargas NPA para átomos relevantes, y d) WBI del enlace en formación (Cβ-S) y 

del enlace que se debilita (Cα=Cβ). 

Se observa que en los 3 casos la distancia del enlace Cβ-S se va acortando, a medida que 

se forma el enlace simple que daría lugar al IA. Como era esperado, también se alarga la 

distancia entre Cα=Cβ, a medida que el enlace se debilita, pasando de 1.35 Å a 1.50 Å. A 

medida que se acorta la distancia entre el Cβ y el S, también se alarga la distancia Cα-N, 

que va desde 1.32 Å a 1.45 Å. Esto puede significar que la densidad electrónica necesaria 

para formar el nuevo enlace no sale únicamente del doble enlace Cα=Cβ, sino que hay 

otros enlaces en la molécula, como el Cα-N, que también pierden densidad al formarse el 

enlace nuevo. 
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Respecto a las cargas NPA, se observa que para todos los átomos del grupo NO2 se 

reducen levemente en valor absoluto al avanzar la reacción, aunque el átomo de 

nitrógeno continúa siendo positivo, y los de oxígeno negativos. Globalmente, los dos 

átomos de oxígenos de este grupo se comportan de forma equivalente. La carga del Cβ 

también disminuye al avanzar la reacción, a medida que forma su enlace con el átomo de 

azufre, cuya carga era negativa al comenzar la reacción (la carga del metiltiolato era -1 

a.u. y se observa que el azufre contenía la mayoría de esa carga neta), y se vuelve positiva 

cuando el enlace nuevo se forma. El otro átomo que aumenta su carga al transcurrir la 

reacción es el Cα, aunque muy levemente. Esto se cumple para los 3 regioisómeros 

estudiados, con muy poca variación entre ellos, en ambos solventes. 

Respecto a los WBI, se observa que la fuerza del enlace Cβ-S aumenta al mismo tiempo 

que disminuye la del Cα=Cβ, en concordancia con lo que se observó con las distancias de 

enlace.  

Tabla 5- WBI (a.u.) de los enlaces Cα=Cβ y Cβ-S para RC, TS e IA de los 3 regioisómeros estudiados, 

junto con el grado de avance (GA) calculado a partir de cada uno. 

 

En la Tabla 5 se reportan los grados de avance de las reacciones en ambos solventes, 

como se describió en la Ec. 6. En todos los casos, se obtiene un grado de avance mayor 

al llegar al TS en medio acuoso. También se observa que el enlace Cα=Cβ se debilitó más 

en el TS, de lo que se formó el enlace nuevo con el azufre, por lo que en realidad la 

reacción es concertada y levemente asincrónica, ya que la formación y el debilitamiento 

no ocurren exactamente a la misma vez. Esto ocurre a ligeramente distintos niveles en 

las reacciones de los diferentes regioisómeros, observándose la mayor diferencia en los 

9- y 13-NO2-LN en agua (7%) y la menor en el 16-NO2-LN en octanol (4%). Las reacciones 

de los 3 regioisómeros son más asíncronas en agua que en octanol, ya que la primera es 

más polar y favorece las separaciones de carga. 

Respecto a la energética de la reacción, en la Tabla 6 se reportan las energías de reacción 

y de activación calculadas para cada regioisómero en agua u octanol respecto a los 

reactivos separados al infinito. Allí se observa en base al ΔG de reacción, que las 

reacciones estudiadas son espontáneas, a excepción de la del 13-NO2-LN en ambos 

solventes. Dentro de la precisión química no se observan diferencias significativas entre 

los ΔGrxn al utilizar al octanol en comparación con el agua. De todas formas, dentro de 

cada solvente, el 9-NO2-LN es el que tiene la reacción más exergónica, seguido por el 16-

NO2-LN, y por último el 13-NO2-LN, cuyo ΔG es positivo en ambos casos. 

 

Sistema Solvente 
WBIRC 

Cα=Cβ  

WBITS  

Cα=Cβ 

WBIIA  

Cα=Cβ 

WBIRC 

Cβ-S 

WBITS 

Cβ-S 

WBIIA 

Cβ-S 

GA 

Cα=Cβ 

GA  

Cβ-S 

9LN 
Agua 1,76 1,53 1,02 0,02 0,26 0,96 32% 25% 

Octanol 1,76 1,56 1,02 0,02 0,23 0,96 27% 22% 

13LN 
Agua 1,78 1,50 1,03 0,01 0,30 0,95 38% 31% 

Octanol 1,78 1,52 1,03 0,01 0,29 0,94 36% 30% 

16LN 
Agua 1,76 1,53 1,02 0,02 0,25 0,96 31% 25% 

Octanol 1,73 1,60 1,02 0,05 0,19 0,95 19% 15% 
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Tabla 6- Energética de activación* y reacción (kcal/mol) para los 3 regioisómeros estudiados, en 

agua u octanol como solventes.  

* Las energías de activación se calcularon respecto a los reactivos separados al infinito. 

†Calculado a T=298K. 

Los perfiles de reacción para las 3 especies en ambos solventes se muestran en la Figura 

14. Tanto en términos de energía potencial como de energía libre de Gibbs, el 13-NO2-LN 

muestra una energía de activación mayor y un producto menos estable que los demás 

regioisómeros, en ambos solventes. En agua, que es el medio de polaridad más similar al 

citoplasma, donde ocurriría la reacción de nitroalquilación, ocurre que el 9-NO2-LN tiene 

una energía de activación similar a la del 16-NO2-LN, pero este último tiene un producto 

más estable. Dados los ΔGact obtenidos, se evidencia que la reacción de nitroalquilación 

es rápida, y se observa que la barrera es levemente menor en octanol que en agua. 

Figura 14- Perfiles de reacción de energía potencial y energía libre de Gibbs relativas para los 3 

regioisómeros (9-NO2-LN, 13-NO2-LN y 16-NO2-LN) en a-b) agua y c-d) octanol.  

Solvente Especie Eact + ZPVE Erxn + ZPVE ΔGact
† ΔGrxn

† 

Agua 

9-NO2-LN 4.8 -15.6 16.9 -2.7 

13-NO2-LN 6.6 -10.9 19.5 2.0 
16-NO2-LN 3.7 -15.0 16.4 -1.8 

Octanol 

9-NO2-LN 2.4 -16.6 14.3 -3.7 

13-NO2-LN 4.6 -11.4 17.4 1.6 
16-NO2-LN 2.4 -15.7 15.4 -2.2 

a) 

c) d) 

b) 

9-NO2-LN 

13-NO2-LN 

16-NO2-LN 
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Integrando los resultados obtenidos hasta este punto, el 13-NO2-LN es el regioisómero 

que presenta una energía de activación mayor y un producto menos estable, lo que se 

condice con la electrofilia menor de su Cβ encontrada en el primer objetivo. Todo esto, 

sumado al ΔG positivo obtenido para la reacción en ambos solventes, indicarían que no 

es el regioisómero más indicado para estudiar la reacción. En cambio, las reacciones del 

9-NO2-LN y 16-NO2-LN son exergónicas, y no presentan diferencias que marquen cuál es 

más adecuado para sufrir la reacción. Entonces, podemos pensar en los problemas 

estéricos que puedan surgir para que se dé la reacción de nitroalquilación con la cisteína 

de la APX. En el caso del 9-NO2-LN, el Cβ se ubica casi en la mitad de la cadena 

hidrocarbonada, de forma que, al formarse el aducto, debería plegarse con los dos 

extremos de la molécula hacia afuera, algo que puede no ser fácil desde el punto de vista 

estérico. En cambio, el 16-NO2-LN tiene el Cβ más cerca de uno de los extremos, siendo 

posible que los 2 carbonos que hay hacia ese extremo se logren ubicar hacia adentro de 

la proteína, y solamente tenga que salir el resto de la cadena hidrocarbonada hacia 

afuera, sin tener que plegarse como le pasaría al 9-NO2-LN. Por esta razón, se utilizará 

el 16-NO2-LN para la dinámica molecular formando el aducto de nitroalquilación con la 

APX, en la subsección siguiente. 

 

3.4 Estructura y dinámica de APX y la reactividad de Cys32 

Se verificó la convergencia de todas las simulaciones de 500 ns mediante el RMSD de los 

Cα de los residuos, que se reportan en la Figura A6 del Anexo. 

Las estructuras provenientes de las simulaciones se agruparon en clusters, de los cuales 

se consideraron los que tuvieran un 10% o más de presencia a lo largo de cada 

simulación. En el caso de la APX-Cys32S- se obtuvieron 3 que cumplen este requisito, en 

el de la APX-Cys32SH 2 clusters, y para la APX-aducto 4 clusters. La prevalencia de cada 

cluster en las 3 simulaciones se reporta Figura 15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Porcentajes de prevalencia de clusters (c0-c4) para las simulaciones de APX con su 

Cys32 a) Como tiolato, b) Como tiol, y c) Formando aducto con 16-NO2-LN. 
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Considerando que el pKa de las cisteínas proteicas se suele encontrar en el rango de 5.0-

8.0 (144), es de esperar que tanto la APX con Cys32S- como con Cys32SH estén presentes 

en las células vegetales, dado que el pH de su citosol es generalmente 7.2-7.5 (145). El 

pasaje de tiol a tiolato puede ser uno de los puntos de regulación de la reacción de 

nitroalquilación u otras modificaciones de la Cys32, ya que, aunque no afecta la reacción 

catalizada por la APX en sí misma (dado que la Cys32 no es catalítica), su modificación 

postraduccional puede afectar la catálisis, como se discute más a profundidad al final de 

esta sección. Por estos motivos, se consideran ambas formas de la Cys32 en este estudio. 

En primer lugar, se superpusieron las estructuras representativas de cada cluster para 

las 3 simulaciones, buscando identificar diferencias en las posiciones de los residuos 

cruciales para la catálisis o para la reacción de nitroalquilación, que se mostraron 

previamente en la Figura 7. Las superposiciones de las estructuras provenientes de las 

simulaciones con Cys32S- y Cys32SH no mostraron diferencias en el posicionamiento de 

los residuos clave o del cofactor, y se muestran en la Figura A7 del Anexo. Sin embargo, 

las estructuras provenientes de la simulación con el aducto mostraron diferencias 

significativas en el posicionamiento de la Cys modificada, dado que la cadena 

hidrocarbonada tiene una gran movilidad, como se ve en la Figura 16a.  

Figura 16- a) Estructuras superpuestas de clusters con más de 10% de permanencia para la APX 

con el aducto. En orden descendente de permanencia se colorea: plateado, rosado, azul y naranja. 

b) Superposición de estructuras de clusters más poblados de APX Cys32S- (violeta) y con aducto 

(verde). Panel a) generado con VMD (99) y b) con DSV (34). 
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Se puede observar que tanto el cofactor como la His163 coordinada con el mismo 

mantienen su disposición en todas las estructuras. Respecto a la cisteína modificada, en 

el cluster con más permanencia se encuentra formando EdH con la Arg172 (que también 
se mantuvo en la misma posición en todas las estructuras) mediante su grupo 

carboxilato, mientras que en los 2 siguientes clusters con más permanencia lo hace 
mediante el grupo nitro. El aducto no se encuentra interaccionando con la Arg172 
únicamente en el cluster con la menor permanencia de todos los considerados (13.5%). 

Respecto a los cambios generados en la estructura de la APX al pasar de Cys32S- al aducto, 

se aprecia que tanto el grupo hemo como la His163 se mantienen rígidos, al igual que la 

Arg172. En cambio, la Lys30 cambia significativamente su posición, viéndose desplazada 
por la larga cadena hidrocarbonada del aducto, que se pliega para interaccionar con la 

Arg172. Este cambio puede ser significativo, ya que es con estos 2 residuos que se han 
reportado interacciones con el ascorbato, para que este se mantenga unido a la enzima 
antes de sufrir la reacción catalizada por la APX.  

La flexibilidad de los residuos de la APX a lo largo de las simulaciones se evaluó mediante 

el RMSF de los Cα, lo que se reporta en la Figura 17. 

Figura 17- RMSF de los Cα para las 3 simulaciones de la APX superpuestas. Se marcan en verde 

las regiones en las que hay mayores diferencias entre las simulaciones. Debajo se muestra la 

secuencia de la APX: los residuos en rojo corresponden a α-hélices, las amarillas a hojas-β, y las 

negras a loops. Se marcan en verde las mismas regiones que en la gráfica. Las asignaciones de 

estructura secundaria se hicieron con la estructura representativa del cluster más poblado de la 

APX-Cys32S-, pero las variaciones entre clusters y entre simulaciones son mínimas en ese aspecto. 

a b c 
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Se aprecia que no hay grandes cambios a nivel de la flexibilidad, aunque se ven cambios 

puntuales en residuos significativos. Se puede observar una levemente menor 

flexibilidad con la Cys32SH, que aumenta ligeramente al transformarse en Cys32S-. La 

flexibilidad es aún mayor cuando se forma el aducto, que puede plegarse y reorientarse 

para acomodarse en la solución, algo que se puede observar en la dinámica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18- Evolución a lo largo del tiempo de la APX con su a) Cys32S- b) Cys32SH y c) formando 

el aducto con 16-NO2-LN, mostrando el grupo hemo y la cisteína/aducto en dorado. En d) se 

muestran 3 de las conformaciones adoptadas por el aducto Cys-16-NO2-LN a lo largo de la 

simulación: rojo a 0 ns, blanco a 250 ns, y azul a 500 ns. Generado con VMD (99). 

Además de analizar la flexibilidad de cada residuo en cada simulación, se puede observar 

cómo varió la estructura de la proteína con el tiempo, lo que se ilustra en la Figura 18. 

Se observa cómo en las 3 simulaciones hay variaciones a lo largo de la dinámica en las 

regiones de loops, especialmente en los extremos terminales. El pico que se observa para 

las formas Cys32S- y Cys32SH en el RMSF de los Cα alrededor del residuo 200 (Figura 

17) corresponde a un loop que cambia su posición a los aproximadamente 250 ns, que se 

marca con un asterisco en la Figura 18. Tanto en la forma Cys32S- como en presencia del 

aducto, hay 2 α-hélices que son móviles, y en el caso del aducto se puede observar que 

a) b) 

c) 

* 

Arg172 

* 
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ellas interactúan con el mismo en la primera mitad de la simulación, antes de que el 

ácido graso nitrado quede interaccionando con la Arg172 mediante su carboxilato, lo que 

sucede en la segunda mitad de la simulación y se mantiene en el tiempo. Esto se 

corresponde con el aumento en flexibilidad que se observó en el RMSF en los residuos 

58-87. Hay una pequeña región, entre los residuos 45-57, que en la APX con su Cys32S- 

toman la conformación de loop, pero en la forma Cys32SH y en el aducto forman una 

pequeña hélice. 

El aducto de Cys32-16-NO2-LN es muy flexible, y toma varias conformaciones a lo largo 

de la simulación. Como se observa en la Figura 18, en los primeros momentos 

interacciona con el solvente, luego plegándose hacia la proteína para interaccionar con 

las α-hélices antes mencionadas. Finalmente, en la segunda mitad de la simulación, 

forma una interacción con su grupo carboxilato con la Arg172, que se mantiene hasta el 

final de la dinámica. Antes de interactuar con este residuo mediante su grupo 

carboxilato, también se pueden ver interacciones con su grupo -NO2, cuando no se 

encontraba tan plegado sobre sí mismo, al comienzo de la simulación, lo que ya se había 

evidenciado en las estructuras representativas de los clusters presentadas en la Figura 

16. 

Respecto a la exposición de la Cys32 respecto a las 2 formas presentes en equilibrio en 

la APX sin modificar, se evaluó la superficie de exposición al solvente (SASA) de este 

residuo para las simulaciones con Cys32S- y y Cys32SH, lo que se presenta en la Figura 

19.  

       a)  

 

 

 

 

 

 

 

                  

 

 

Figura 19- SASA de la Cys32 a lo largo de la dinámica para las formas a) Cys32S- y b) Cys32SH. 

Se marcan las líneas de tendencia con media móvil, con período=20. c) Histograma de la 

exposición de la Cys32 para las formas tiolato (amarillo) y tiol (rojo). El área verde representa 

los valores en los que el residuo se considera expuesto. 

Se observa que la exposición de la Cys32 es sensible al estado tiol/tiolato, encontrándose 

más expuesta en el primero. Esta exposición mayor de la cisteína haría más favorable su 

b) 

c) 
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reacción con el 16-NO2-LN, que siendo voluminoso tendría dificultad para introducirse 

en la proteína (excepto que hubiera cambios conformacionales que lo permitiesen). 

Tabla 7- Energías ONIOM para los orbitales de frontera KS y dureza para Cys32S- Cys32SH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                *Los promedios son ponderados por el peso de cada cluster, considerando los de más de 

                10% de presencia para cada simulación. 

Se comparó además la reactividad de la cisteína en sus 2 formas, utilizando ONIOM, 

cuyos resultados se reportan en la Tabla 7. Allí se aprecia que tanto observando el valor 

promedio para ambas simulaciones, como para todos los clusters individualmente se 

cumple que la Cys32S- tiene una mayor energía de HOMO, por lo que es más nucleófila. 

Además, es más blanda que la forma Cys32SH, un comportamiento ya conocido para los 

tioles, que valida los resultados obtenidos en este cálculo. Teniendo en cuenta la mayor 

exposición y reactividad de la Cys32 en las estructuras con Cys32S-, es claro que la 

reacción de nitroalquilación se verá favorecida cuando se encuentra en esta forma. 

Para las 3 simulaciones se estudiaron las redes de enlaces de hidrógeno alrededor de la 

Cys32 (o el aducto formado). Los resultados obtenidos se reportan en la Tabla 8. 

Tabla 8- Red de EdH en el entorno de la Cys32 en todas sus formas estudiadas.*  

APX Residuo dador Permanencia (%) 

Cys32S- 

Met 36 18.9 

Leu 35 10 

Cys32SH Met 36 16.5 

Cys aducto 

Met 36 31.6 

Arg 31 69.5 

Ala 33 29.2 

Arg 172 80.6 

Arg 79 47.5 

                    *Se reportan los EdH que tuvieron más de 10% de permanencia cada simulación. 

Sistema εHOMO (eV) εLUMO (eV) Dureza (eV) 

APX Cys32S- c0 1.99 8.22 3.11 

APX Cys32S- c1 3.15 9.53 3.19 

APX Cys32S- c2 2.78 8.90 3.06 

APX Cys32S- promedio* 2.31 8.55 3.12 

APX Cys32SH c0 -4.82 5.55 5.18 

APX Cys32SH c1 -3.49 6.73 5.11 

APX Cys32SH promedio* -4.41 5.92 5.16 
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Los enlaces de hidrógeno que se forman varían según la forma en la que se encuentra la 

cisteína, aunque era de esperar que el aducto formara una mayor cantidad de EdH dado 

su mayor tamaño y flexibilidad. En las 3 simulaciones se reportan únicamente EdH en 

los que la Cys32 actúa como aceptora, no encontrando EdH en los que fuera la dadora o 

puenteados por moléculas de agua en ninguno de los casos. Se observa que en las 3 

simulaciones hay EdH con más de 10% de prevalencia con la Met36, siendo el único que 

sobrepasó este límite mínimo en el caso de la Cys32SH. En el caso de Cys32S- solamente 

hay 1 EdH más que logró tener prevalencia, con la Leu35. Si bien estos residuos se 

encuentran cerca del sitio activo de la enzima, en principio no son residuos catalíticos ni 

se les destacó ninguna importancia particular. En cambio, cuando se forma el aducto se 

encuentran más EdH, con mucha mayor prevalencia, principalmente pero no únicamente 

con residuos de arginina. El residuo que destaca de esta lista es la Arg172, que es la que 

tiene una mayor prevalencia, llegando a aproximadamente 81%. Este residuo es 

interesante porque, como se ha destacado anteriormente, cumple funciones catalíticas, 

además de anclar al ascorbato para posicionarlo correctamente para que pueda 

reaccionar con el hemo. Justamente estas funciones las cumple mediante interacciones 

débiles, por lo que formando enlaces de hidrógeno con el aducto podría no llegar a 

cumplir sus funciones en la catálisis. 

Al comparar las interacciones que se dan entre el ascorbato cuando este se une a la APX 

para reaccionar y las que forma el aducto, es preciso verificar que la estructura de la APX 

no cambia de forma significativa al unirse su sustrato. Para esto se superponen las 

estructuras hermanas de la APX de soja obtenidas a partir de Sharp et al.: una en 

complejo con el ascorbato (PDB ID 1OAF) y una sin él (PDB ID 1OAG) (97), lo que se 

reporta en la Figura 20a. 

En la comparativa entre las estructuras cristalográficas, no se observan diferencias a 

nivel de estructura secundaria y terciaria, lo que nos permite sacar conclusiones sobre 

el posicionamiento del ascorbato, aunque no esté presente en las simulaciones. Dada esta 

similitud entre estructuras, se puede utilizar la estructura sin el ascorbato (1OAG) para 

considerar la inhibición causada por la nitroalquilación, sin perder de vista efectos que 

genere el ascorbato en la estructura proteica. 

Habiendo considerado esto, se puede encontrar una similitud entre las interacciones que 

forma la enzima con uno de sus sustratos (el ascorbato) y con el aducto, cuando este 

último se pliega sobre sí mismo para interactuar con la Arg172. En la Figura 20b se 

comparan estas 2 interacciones. 

Allí se observa la gran similitud entre el EdH generado entre el carboxilato del aducto y 

la Arg172, y entre el ascorbato y este mismo residuo. De esta forma, la formación del 

aducto en la APX no solamente desplaza un residuo clave para el anclaje del ascorbato 

(Lys30), sino que también ocupa el lugar que este tomaría dentro de la enzima, 

estableciendo EdH con el otro residuo de anclaje identificado en la APX. 
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Figura 20- a) Superposición de estructura cristalográfica de APX con ascorbato (Asc) (PDB 

ID:1OAF), en violeta y sin él (PDB ID:1OAG), en rosado. Se representan en sticks el grupo hemo y 

el ascorbato. b) Interacción del ascorbato (Asc) con la Arg172, proveniente de la estructura 

cristalográfica depositada en el PDB ID 1OAF y c) Interacción del aducto de Cys32-16-NO2-LN con 

el mismo residuo, proveniendo de la estructura representativa del cluster más poblado de la 

simulación MD. Panel a) generado con DSV (34), paneles b) y c) con VMD (99). 

Entonces, dado el gran tamaño del aducto, es posible que su mecanismo de inhibición de 

la actividad catalítica de la APX esté relacionado a ocupar el sitio por el que entra el 

ascorbato para reaccionar con el hemo (no solo gracias a sus interacciones con la Arg172, 

similares a las del ascorbato, sino también gracias al desplazamiento que genera de la 

Lys30), formando interacciones muy similares a la del ascorbato utilizando su grupo 

carboxilato y en ocasiones su grupo -NO2. Que el aducto forme esta interacción, pero que 

también sea tan móvil y pueda interaccionar con el solvente y con otros residuos más 

alejados del sitio activo, podría explicar por qué la formación de este aducto no inhibe 

totalmente la actividad de la enzima, sino que la disminuye. Esto también tiene sentido 

biológico, ya que al ser una de las principales enzimas de control del estrés oxidativo, no 

sería útil para la planta inhibirla totalmente, ya que, como se explicó anteriormente, 

constantemente se están generando especies reactivas del oxígeno por el mismo 

metabolismo de la planta, que deben ser correctamente eliminadas para mantener la 

homeostasis. 

Arg172 Arg172 

Hemo Hemo 
Asc 

Aducto 

b) c) 

Asc Hemo 
a) 
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4. Conclusiones y perspectivas 

Se logró determinar que las propiedades de los NO2-FA no varían significativamente con 

el sitio de nitración dentro de una misma familia, y tampoco lo hacen entre las familias 

estudiadas (OA, LA, cLA y LN), por lo que no se encontró que alguno de los regioisómeros 

o alguna de las familias sea más propensa a sufrir la reacción de nitroalquilación. Los 

NO2-FA son más electrofílicos y más blandos que sus variantes no nitradas, como se 

esperaba, considerando la incorporación del grupo -NO2. Sin embargo, sí se detectó una 

disminución de la reactividad (evaluada mediante los descriptores de electrofilia global 

y electrofilia local del Cβ) al disminuir la polaridad del medio, representada por solventes 

de menor constante dieléctrica. Esto es coherente con lo que se conoce sobre los NO2-FA 

dentro del medio celular: se almacenan en las membranas celulares, en los que la 

constante dieléctrica es baja, de forma que allí no reaccionan; pero cuando se liberan de 

las membranas al citoplasma, de mayor constante dieléctrica, reaccionan y así realizan 

sus roles de señalización en las vías del estrés. Esta correcta representación del 

comportamiento conocido de estas especies valida los modelos utilizados para los NO2-

FA, lo que nos permitió avanzar hacia la caracterización del mecanismo de la reacción de 

la nitroalquilación con la familia seleccionada: NO2-LN. 

Dentro de esta familia se validaron los modelos reducidos que solamente incluyen las 

insaturaciones dentro de la cadena carbonada, eliminando el carboxilato y la cadena 

hidrocarbonada adyacente, que no participan en la reacción; ya que lograron replicar 

correctamente los descriptores de reactividad respecto a sus modelos completos, por lo 

que se los puede utilizar para describir la reacción de nitroalquilación. Sin embargo, 

habiendo evidenciado el posible rol del grupo carboxilato posteriormente, en las 

simulaciones de MD, podría ser de interés el modelado de la reacción utilizando los 

sistemas completos.  

Respecto a la reacción de nitroalquilación, se lograron encontrar TS e IA para los 3 

regioisómeros elegidos de NO2-LN, en agua y octanol, aunque no se encontraron RC 

verdaderos, con menor energía potencial que la de los reactivos separados al infinito. A 

pesar de esto, trabajando con los sistemas encontrados de menor energía potencial como 

“RC”, se lograron obtener caminos de reacción que conectaran estas especies para los 3 

regioisómeros en ambos medios, entre los cuales no se encontraron diferencias mayores, 

aunque las reacciones son levemente más exergónicas en el octanol que en el agua.  

Se identificó el ángulo Φ, formado entre el doble enlace Cα=Cβ y el átomo de azufre, que 

resultó ser de vital importancia para lograr encontrar las estructuras de los TS, obtener 

los caminos de reacción IRC, y las estructuras de las especies estables identificadas como 

RC e IA. Esta información podría facilitar el estudio de la reacción de nitroalquilación 

con otros regioisómeros del NO2-LN, e incluso con otros NO2-FA. 

Se determinó que la reacción es levemente asincrónica, con la ruptura del enlace Cα=Cβ 

avanzando aproximadamente 5% más rápido que la formación del nuevo enlace Cβ-S. 

Respecto a la energética de la reacción, se confirmó que las leves diferencias en 

electrofilia local del Cβ de los NO2-LN encontradas previamente sí culminaron con 

diferencias en las energías de reacción y activación, cumpliéndose que el regioisómero 

con el Cβ menos electrofílico (el 13-NO2-LN) también fue el de mayor energía de 
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activación y el que dio un producto menos estable. Considerando la energética de la 

reacción, y propiedades estéricas de los regioisómeros, se eligió el 16-NO2-LN como el 

más adecuado para la formación del aducto con la APX, ya que, aunque su energía de 

activación fue similar a la del 9-NO2-LN, y este último tiene un producto levemente más 

estable, la proximidad del grupo nitro a uno de los extremos de la cadena hidrocarbonada 

en el 16-NO2-LN permitirían una acomodación más fácil sin tener que plegarse en forma 

de herradura para formar el aducto con la Cys32 de la APX, como sucedería con los otros 

2 regioisómeros estudiados. 

Respecto a las simulaciones moleculares, se lograron obtener dinámicas de 500 ns de la 

APX de soja con su Cys32 como Cys32S- y como Cys32SH, incluyendo a su cofactor, 

aportando una primera visión acerca de su movimiento y cambios de conformación a lo 

largo del tiempo. Además, se obtuvo mediante MD la primera estructura del aducto entre 

la APX y el 16-NO2-LN, generándose parámetros para describir al aducto 16-NO2-LN-

Cys32 correctamente. Las simulaciones permitieron evidenciar que la inhibición no se da 

mediante movimiento ni interacción con el cofactor, ni la His163 que se encuentra 

coordinada a él, ya que se observó que ambos tienen muy poca movilidad en todas las 

simulaciones, y que el aducto no interacciona directamente con ellos.  

Sin embargo, la comparación estructural de la APX con su Cys32S- y con el aducto 

permitió evidenciar el diferente posicionamiento de la Lys30 en ambas estructuras, un 

hecho de vital importancia, dado el rol de anclaje del ascorbato que tiene este residuo. 

Además, la simulación de la APX con el aducto permite predecir un posible mecanismo 

de inhibición parcial de la enzima, en el que el carboxilato o el grupo nitro del ácido graso 

nitrado interacciona con la Arg172, mediante enlaces de hidrógeno con los mismos 

átomos con los que interacciona el ascorbato, el sustrato de la enzima, de esta forma 

impidiendo su unión y disminuyendo la catálisis. Además, la permanencia de los EdH 

entre el aducto y la Arg172 es de 80% a lo largo de la dinámica, lo que está en 

concordancia con la disminución de actividad de la APX en presencia de NO2-LN 

evidenciada experimentalmente, que no fue del 100%, pero sí fue considerable. Esto 

también es coherente con el rol biológico de la enzima, que, dado su rol antioxidante, no 

debería inhibirse totalmente, ya que hay especies reactivas del oxígeno que se generan 

endógenamente de forma constante que requieren que la actividad de la enzima no sea 

cero. 

Entonces, el desplazamiento de la Lys30 de su sitio en el que se encuentra naturalmente 

para anclar al ascorbato, sumado a la formación de EdH del aducto con la Arg172, de la 

misma forma en la que lo haría el ascorbato, podrían ser diferentes maneras en las que 

la formación de aductos de nitroalquilación afectaran la catálisis de la APX.  

Es claro que el rol de los NO2-FA en la señalización en las vías del estrés de las células 

vegetales es clave para mantener la homeostasis, y se requiere que se continúen 

estudiando su presencia en diferentes órganos y estadios de las plantas de especies de 

interés, y sus diferentes funciones en las vías de señalización. Particularmente respecto 

a la reacción de nitroalquilación, se podría continuar estudiando su rol en la regulación 

de otras proteínas de importancia para la célula vegetal, para poder entender si siempre 

siguen mecanismos similares o no, a futuro tal vez intentando disminuir cuánto sucede 
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la nitroalquilación de las enzimas antioxidantes, hacia la búsqueda de plantas más 

resistentes al estrés, al tener una APX (u otras enzimas) menos inhibidas por este medio.  

Desde la química teórica, se podría aportar al estudio de la reacción hacia otros residuos 

que pueden ser blanco de esta reacción, como la lisina y arginina, ya que al disminuir la 

actividad de la APX en presencia de NO2-LN, también se detectaron aductos en estos 

residuos, por lo que se debería estudiar su rol en la inhibición, en conjunto con el aducto 

ya estudiado para la Cys32. Además, para obtener valores más representativos del 

sistema biológico al estudiar el mecanismo de reacción, se podría caracterizar al mismo 

dentro del contexto de la proteína completa, utilizando modelos QM/MM, que 

permitirían no solo eliminar el uso de los modelos reducidos, sino además aportar el 

ambiente de la polaridad correcta y patrón de donantes/aceptores de enlaces de 

hidrógeno que podrían afectar la reacción in vivo. Además, se podría estudiar más a 

profundidad el efecto que tiene la formación del aducto hacia la catálisis de la enzima, 

estudiando cambios que pueda haber en la reactividad del grupo hemo, yendo más allá 

de la caracterización de cambios estructurales que se realizó en este trabajo. 
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6.Anexo  

Figura A1-Dureza de NO2-FA y FA vs la constante dieléctrica del solvente, para las 4 familias de FA 
estudiadas: a) ácido oleico, con sus variantes 9- y 10-NO2 b) ácido linoleico, con sus variantes 9-, 10-, 12- y 

13-NO2 c) ácido linoleico conjugado, con sus variantes 9- y 12-NO2 d) ácido linolénico, con sus variantes 9-, 

10-, 12-, 13-, 15- y 16-NO2. 

Figura A2- Electrofilia de NO2-FA y FA vs la constante dieléctrica del solvente, para las 4 familias de FA 
estudiadas: a) ácido oleico, con sus variantes 9- y 10-NO2 b) ácido linoleico, con sus variantes 9-, 10-, 12- y 

13-NO2 c) ácido linoleico conjugado, con sus variantes 9- y 12-NO2 d) ácido linolénico, con sus variantes 9-, 

10-, 12-, 13-, 15- y 16-NO2. 
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Tabla A1- Energías en agua utilizadas para los cálculos presentados en la Tabla 6, presentadas en a.u. 

 

Tabla A2- Energías en octanol utilizadas para los cálculos presentados en la Tabla 6, presentadas en a.u. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NO2-LN Especie Eelec Eelec + ZPVE Entalpía Elibre de Gibbs 

9LN 

Reactivos Separados -1072.47797 -1072.17124 -1072.15125 -1072.23863 

RC -1072.47680 -1072.16753 -1072.14718 -1072.21799 

TS -1072.47177 -1072.16352 -1072.14423 -1072.21171 

IA -1072.50579 -1072.19611 -1072.17696 -1072.24295 

13LN 

Reactivos Separados -1072.47687 -1072.17033 -1072.15043 -1072.23685 

RC -1072.47456 -1072.16585 -1072.14544 -1072.21532 

TS -1072.46801 -1072.15982 -1072.14079 -1072.20577 

IA -1072.49662 -1072.18772 -1072.16870 -1072.23361 

16LN 

Reactivos Separados -1072.47582 -1072.16906 -1072.14903 -1072.16906 

RC -1072.47521 -1072.16638 -1072.14596 -1072.16638 

TS -1072.47215 -1072.16315 -1072.14414 -1072.16315 

IA -1072.50337 -1072.19296 -1072.17401 -1072.19296 

NO2-LN Especie Eelec Eelec + ZPVE Entalpía Elibre de Gibbs 

9LN 

Reactivos Separados -1072.45185 -1072.14471 -1072.12487 -1072.21140 

RC -1072.45129 -1072.14073 -1072.12174 -1072.18779 

TS -1072.44891 -1072.14081 -1072.12142 -1072.18860 

IA -1072.48144 -1072.17113 -1072.15222 -1072.21728 

13LN 

Reactivos Separados -1072.45096 -1072.14283 -1072.12329 -1072.20837 

RC -1072.44932 -1072.14019 -1072.11981 -1072.19101 

TS -1072.44486 -1072.13552 -1072.11684 -1072.18070 

IA -1072.47205 -1072.16102 -1072.14249 -1072.20588 

16LN 

Reactivos Separados -1072.44986 -1072.14299 -1072.12290 -1072.21095 

RC -1072.44912 -1072.13965 -1072.11961 -1072.18834 

TS -1072.44858 -1072.13924 -1072.12011 -1072.18639 

IA -1072.47799 -1072.16799 -1072.14891 -1072.21449 
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Figura A3- Estructuras de RC, TS) e IA de la reacción de tiol-Michael de los regioisómeros 9-, 13- y 16-NO2-

LN en octanol. 

 

Figura A4- Gradientes obtenidos para los caminos de reacción para los 3 regioisómeros estudiados, en a) 

agua y b) octanol. 

9-NO2-LN 

13-NO2-LN 

16-NO2-LN 
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Figura A5- Para los regioisómeros 9-, 13- y 16-NO2-LN con el octanol como solvente se muestran a) Los 

caminos de reacción obtenidos para cada uno, b) Las distancias de los enlaces relevantes para la reacción, 

c) las cargas NPA para átomos relevantes, y d) WBI del enlace en formación (Cβ-S) y del enlace que se debilita 
(Cα=Cβ). 
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Figura A6- RMSD de los Cα de los residuos de APX a) con Cys32 como tiolato, b) con Cys32 como tiol, y c) 

con Cys32-16-NO2-LN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A7- Superposición de clusters con más de 10% de permanencia en las simulaciones de APX con a) 

Cys32SH y b) Cys32S-. En orden descendente de permanencia se colorea: plateado, rosado y azul. 
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