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Estructura y mecanismo de acción de peroxirredoxinas: estudio teórico y 
experimental 

RESUMEN 

Las peroxirredoxinas (Prxs) constituyen una familia de proteínas encargadas de 

catalizar la reducción de peróxidos, con función antioxidante y de señalización redox, 

entre otras. Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas entre los organismos 

procariotas y eucariotas, y están usualmente presentes en altas concentraciones. Todas 

ellas comparten el mismo primer paso en su mecanismo catalítico básico, en el cual la 

cisteína del sitio activo se oxida a ácido sulfénico por sustratos peróxidos tales como 

peróxido de hidrógeno (H2O2), peroxinitrito, y una gran variedad de hidroperóxidos 

orgánicos, lo que ocurre con constantes de velocidad varios órdenes de magnitud 

mayores que para cisteína libre. Particularmente, la alquil hidroperóxido reductasa E 

(AhpE) de Mycobacterium tuberculosis es una Prx que reacciona más rápido con 

peroxinitrito que con H2O2 y que presenta una reactividad particularmente alta frente a 

hidroperóxidos derivados de ácidos grasos. 

El presente trabajo de tesis aporta información microscópica acerca de los 

mecanismos de reducción de peróxidos mediada por tioles, tanto en solución acuosa 

como en el contexto de la reacción catalizada por Prxs. Para tal fin se emplearon una 

combinación de técnicas de simulaciones computacionales clásicas, cuánticas e híbridas 

cuántico-clásicas, en combinación con estudios experimentales de cinética rápida de 

flujo detenido y de equilibrio.  

En primer lugar se estudiaron las reacciones de oxidación de tioles de bajo peso 

molecular por H2O2 y peroxinitrito en solución acuosa, determinando los parámetros 

termodinámicos de activación y describiendo a nivel molecular el proceso reactivo. 

Posteriormente se investigaron los determinantes moleculares de la capacidad catalítica 

de Prxs, utilizando como modelo de trabajo la MtAhpE. En último lugar se analizó la 

especificidad por el sustrato oxidante para el caso particular de la MtAhpE, comparando 

la interacción y reactividad con H2O2 y diferentes hidroperóxidos orgánicos. 

 

Palabras clave: tioles, peróxidos, cisteína, peroxirredoxinas, dinámica molecular, 
QM/MM, estado de transición, parámetros de activación, cinética a flujo detenido. 





Structure and reaction mechanism of peroxiredoxins: a theoretical and 
experimental study 

ABSTRACT 

Peroxiredoxins (Prxs) constitute a protein family that catalyzes the reduction of 

peroxides, with antioxidant and redox signaling functions, among others. These 

enzymes are ubiquitous and widely distributed in prokaryote and eukaryote organisms, 

and are usually found at high concentrations. They all share the same first step of their 

basic catalytic mechanism; the cysteine residue in the active-site gets oxidized by 

peroxides such as hydrogen peroxide (H2O2), peroxynitrite and a variety of organic 

hydroperoxides, which occurs several orders of magnitude faster than in the case of free 

cysteine. In particular, alkyl hydroperoxide reductase (AhpE) from Mycobacterium 

tuberculosis is a Prx that reacts faster with peroxynitrite than with H2O2 and shows a 

particularly high reactivity versus fatty acid derived hydroperoxides. 

The present thesis work is focused in providing molecular insights about peroxide 

reduction mechanisms by thiols, both in aqueous solution and in the context of the 

catalyzed reaction by Prxs. For this purpose, a combination of classical, quantum and 

hybrid quantum-classical simulations, together with fast stopped-flow kinetics and 

equilibrium experiments was performed. 

First, we studied the reactions of low molecular weight thiols with H2O2 and 

peroxynitrite in aqueous solution, determining the thermodynamic activation parameters 

and describing the reactive process at the molecular level. Afterwards, we investigated 

the molecular basis of Prxs catalytic ability, using MtAhpE as a model. Finally, the 

substrate specificity of MtAhpE was analyzed via the comparison of the interaction and 

reactivity with H2O2 and different organic hydroperoxides. 

 

 

 

Keywords: thiols, peroxides, cysteine, peroxiredoxins, molecular dynamics, QM/MM, 
transition state, activation parameters, stopped-flow kinetics. 
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“Creo que el conocimiento científico tiene propiedades fractales: que por mucho que 
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I   INTRODUCCIÓN 

I.1 Fisicoquímica de proteínas: un espacio de convergencia 

disciplinar 

La química es la ciencia de la materia y los cambios que esta puede experimentar. 

La fisicoquímica es la rama de la química que establece y desarrolla los principios de 

las temáticas químicas en términos de los modelos subyacentes de la física y el lenguaje 

de las matemáticas. Sus conceptos se utilizan para explicar e interpretar observaciones 

sobre las propiedades físicas y químicas de la materia.[1] En el estudio de las ciencias 

de la vida, particularmente la bioquímica y la medicina, la aplicación de las 

herramientas de la fisicoquímica, resulta en la combinación de conceptos de la física, la 

química y la biología en un intrincado y complejo mosaico que conduce a una 

comprensión única de los procesos responsables de la vida. 

Entre la gran variedad de clases de biomoléculas presentes en los seres vivos, las 

proteínas juegan un rol principal. Siendo las biomoléculas más versátiles y diversas, las 

proteínas están en el centro de la acción en los procesos biológicos. Casi todas las 

transformaciones moleculares que definen el metabolismo celular están mediadas por 

proteínas catalizadoras (enzimas). Las proteínas también realizan funciones de 

regulación, supervisión extracelular y de las condiciones intracelulares y la transmisión 

de información a otros componentes celulares. Además, las proteínas son componentes 

estructurales esenciales de las células. Una completa lista de las funciones de proteínas 

conocidas contendría muchos miles de entradas, incluyendo las proteínas que 

transportan otras moléculas y proteínas que generan fuerzas mecánicas y 

electroquímicas. Y tal lista no contendría las miles de proteínas cuyas funciones todavía 
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no están totalmente caracterizadas o, en muchos casos, son completamente 

desconocidas.[2] 

Es así que el estudio de las proteínas con las herramientas –y fundamentalmente 

con la visión de la fisicoquímica–, ha constituido un gran aporte en el avance de la 

descripción de estos sistemas biomoleculares. Más aún, los fisicoquímicos contribuyen 

no sólo dando respuestas a preguntas fundamentales, como aquellas relacionadas con las 

intrincadas relaciones entre la estructura de una molécula biológica y su función, sino 

también al desarrollo y la aplicación de nuevas tecnologías en la bioquímica y las 

ciencias médicas. Muchas de las técnicas hoy empleadas por los bioquímicos fueron 

concebidas por primera vez por los físicos y luego desarrolladas por los fisicoquímicos 

para el estudio de moléculas pequeñas y reacciones químicas antes de que se aplicaran a 

la investigación de sistemas biológicos complejos. Como ejemplo basta mencionar las 

técnicas utilizadas rutinariamente para la determinación y análisis de estructuras de 

proteínas, como la difracción de rayos X y la resonancia magnética nuclear. 

 En cuanto a las perspectivas que esta disciplina despierta y afronta, existen 

muchos grupos de investigación en el mundo –y cada vez más en Latinoamérica–, que 

intentan abarcar preguntas vinculadas al comportamiento de proteínas en sistemas 

biológicos, enfrentan a este tipo de investigación incluyendo una perspectiva 

fisicoquímica, que permita muchas veces entender estos fenómenos desde un punto de 

vista microscópico. Como hemos dicho, los eventos celulares que dependen del 

funcionamiento de proteínas son vastos y por lo tanto, las líneas de investigación 

contenidas en este espacio multidisciplinario son muchas, incluyendo importantes temas 

como el desarrollo racional de drogas, el plegamiento de proteínas o la conversión 

biológica de la energía. En esta tesis se aborda otro tópico de gran importancia entre las 

aplicaciones de la fisicoquímica a la bioquímica o la medicina, como lo es la 
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descripción de las bases moleculares que determinan la capacidad catalítica de una 

enzima, y cuáles son los mecanismos que subyacen este proceso.   

I.2 Cisteína: un aminoácido particular 

De los 20 aminoácidos naturales presentes en las proteínas, posiblemente el más 

intrigante y funcionalmente diverso es la cisteína (Cys), que asimismo es uno de los 

menos abundantes. A diferencia de la metionina (Met), que contiene su átomo de azufre 

en forma de tioéter siendo relativamente menos reactiva, el grupo tiol (o sulfhidrilo) de 

la Cys es ionizable, presentando una carga negativa centrada en el azufre al 

deprotonarse, lo que controla su reactividad (Esquema I.1). Más aún, el grupo 

tiol/tiolato es capaz de sufrir modificaciones oxidativas por especies reactivas del 

oxígeno (ROS del inglés reactive oxygen species) o del nitrógeno (RNS del inglés 

reactive nitrogen species) o sufrir alquilaciones por electrófilos, provocando una 

variedad de modificaciones que pueden alterar significativamente sus propiedades 

químicas.[3]   

 

Esquema I.1. Equilibrio ácido-base (tiol/tiolato) de la Cys, ya sea como el aminoácido libre en 

solución acuosa o como parte de un péptido/proteína. 

La extensión espacial del átomo de azufre y la relativamente baja energía de 

disociación del enlace S−H, determina la habilidad de este grupo de cumplir distintas 

funciones. Los valores de pKa de los grupos tioles están, generalmente, relativamente 

cerca del pH fisiológico (el pKa de Cys libre en solución es ~ 8.5).[4] Sin embargo, este 

valor es muy sensible al ambiente en el que se encuentra el grupo, pudiendo tomar 
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valores significativamente más altos o bajos, aportando a la variabilidad de la 

reactividad de los tioles.  

En sistemas biológicos, el grupo tiol puede encontrarse en el aminoácido Cys 

como parte de una proteína, o como grupo funcional de los denominados tioles de bajo 

peso molecular. Estos últimos son importantes actores de procesos celulares de 

reducción-oxidación (redox), sin embargo la identidad y concentración de estos varía de 

gran manera en el bioma. El más ubicuo de los tioles de bajo peso molecular es el 

glutatión (GSH), tripéptido formado por ácido glutámico (Glu), Cys y glicina (Gly), con 

un enlace amida inusual entre el Ȗ-carboxilato del Glu y la amina de la Cys (Figura I.1). 

El GSH se encuentra en altas concentraciones (del orden de milimolar) en la mayoría de 

las células procariotas y eucariotas. 

 

Figura I.1. Representación de algunos de los tioles de bajo peso molecular de relevancia en 

sistemas biológicos. 

Sin embargo, algunos organismos son capaces de sintetizar otros tioles de bajo 

peso molecular que también pueden alcanzar altas concentraciones. La Figura I.1 

muestra algunos de los tioles de bajo peso molecular más importantes, ya sea para la 

mayoría de los tipos celulares u organismo específico. Por ejemplo, los 
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microorganismos pertenecientes a los Actinomicetes (como las Mycobacterias) no 

cuentan con GSH y en su lugar sintetizan micotiol (MSH); asimismo los 

tripanosomátidos sintetizan tripanotiona además de GSH. En todos estos casos, los 

tioles de bajo peso molecular participan en la formación de puentes disulfuros entre 

ellos y/o con proteínas y tienen un amplio rango de funciones metabólicas y de 

regulación, aunque muchas de estas todavía siguen sin ser esclarecidas.[5,6] 

I.2.1 Bioquímica redox del grupo tiol 

Los tioles reaccionan con electrófilos y oxidantes y tienen altas afinidades para los 

metales,[7-10] lo que explica en gran parte la versatil idad en las funciones biológicas 

que pueden mediar, y los coloca como potenciales actores centrales de modificaciones 

que alteran procesos biológicos. Este delicado equilibrio entre productividad o 

patogenicidad, resulta en un verdadero desafío para los investigadores, ya que implica la 

identificación no sólo de los productos de reacción específicos y sitios de modificación 

que ocurren en pequeñas moléculas o proteínas, sino también del efecto funcional de 

cada tipo de modificación. Afortunadamente, las herramientas y enfoques para la 

evaluación de este complejo conjunto de reactividades y productos han mejorado 

sustancialmente en la última década.[11] 

La Figura I.2 presenta una visión general (aunque no completa) de las distintas 

reacciones oxidativas que puede sufrir el grupo tiol en los sistemas biológicos. Estas 

pueden en principio clasificarse en dos grandes ramas: oxidaciones por 1 o por 2 

electrones. Las primeras conducen a la formación del radical tiílo y pueden dar lugar 

una variedad de productos o intermediarios según con que especie reaccione o 

recombine. Se destacan la formación de disulfuros al reaccionar con otro tiol (reacción 

IX), y la producción de S-nitrosotioles al recombinar con óxido nítrico (reacción XI). 
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Figura I.2. Reacciones redox del grupo tiol. Se muestran de manera esquemática diferentes 

rutas de oxidación del tiol/tiolato. El comportamiento ácido-base del tiol se presenta en la 

reacción (I). La reacción (II) muestra la oxidación por 1 electrón de tiolato a radical tiílo. Los 

tiolatos pueden ser oxidados por hidroperóxidos, ácido hipocloroso y cloraminas en procesos de 

oxidación por 2 electrones que producen el ácido sulfénico (III) correspondiente, que a su vez 

puede ser oxidado a sulfínico y sulfónico (IV). A partir de la reacción de un ácido sulfénico con 

otro tiol se forman disulfuros inter- e intra-moleculares (V) y, posteriormente, pueden 

producirse intercambios tiol/disulfuro (VI). Los tioles proteicos también pueden reorganizar a 

sulfenamida por la reacción con el grupo NH del esqueleto peptídico (VII). Los radicales tiílo 

pueden reaccionar con el oxígeno molecular/superóxido u otro tiol, produciendo ácido sulfínico 

y disulfuros como productos finales, respectivamente (reacciones VIII y IX). Los S-nitrosotioles 

pueden producirse tanto por vías radicalares y no radicalares: por oxidación de tiol/tiolatos por 

especies reactivas de nitrógeno, tales como trióxido de dinitrógeno o por recombinación 

radicalar con el óxido nítrico (reacciones X y XI). Estos pueden reaccionar con otros tioles 

intercambiando el grupo nitroso en la llamada trans-S-nitrosación (XII), o liberar nitroxilo y 

formar un nuevo disulfuro (XIII). 
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Dentro de las oxidaciones por 2 electrones, resulta de gran importancia y es objeto 

central de la presente Tesis, la formación de ácido sulfénico (RSOH) a través de la 

reacción del tiolato con oxidantes como hidroperóxidos, cloraminas o ácido hipocloroso 

(reacción III). El sulfénico resulta un intermediario de gran relevancia, ya que es capaz 

de dar lugar a varios productos de oxidación como la formación de novo de puentes 

disulfuros (V) o de sobreoxidación al reaccionar con otro equivalente de oxidante para 

dar los ácidos sulfínicos o sulfónicos correspondientes (IV), entre otros. Aunque no se 

muestra en la figura, cabe destacar que el ácido sulfénico también puede formarse a 

través de reacciones de 1 electrón, principalmente a partir de la reacción del radical tiílo 

con O2.[12] Otra reacción de central importancia es la conocida como intercambio 

tiol/disulfuro (VI), en la cual el puente disulfuro sufre un ataque nucleofílico de un 

tiolato sobre uno de los dos azufres, formando un nuevo disulfuro y liberando el tiol 

restante; lo que permite el reciclado de los grupos tioles en muchos procesos celulares. 

Nótese también que se pueden formar S-nitrosotioles a través de reacciones de tioles 

con óxidos de nitrógeno (reacción X). 

Como se mencionó previamente, la Cys es uno de los aminoácidos menos 

abundante en la naturaleza, sin embargo es uno de los dos más conservados en términos 

de secuencia nucleotídica; más aún, es un residuo que se presenta con alta frecuencia en 

los sitios funcionalmente importantes (es decir, catalizadores, reguladores, etc.) en las 

proteínas.[3,13] Esto es probablemente debido a la gran diversidad, en cuanto a 

reactividad, que presenta la Cys en comparación con otros aminoácidos. Es así que se 

puede clasificar arbitrariamente a la Cys según la función biológica a la que está 

asociada: 

1) Cys catalíticas: estos residuos de Cys están presentes en los sitios activos de 

diferentes enzimas, algunas con actividad oxido-reductasa y otras que catalizan 
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reacciones sin involucrar cambios en el estado redox de la Cys crítica (ej. 

tirosina fosfatasas), y que están implicados directamente en la catálisis. Pueden 

participar en la oxidación, reducción e isomerización de enlaces disulfuro, así 

como en otras reacciones que cambian su estado redox. Estos residuos están 

altamente conservados en las secuencias de proteínas. 

2) Cys regulatorias: están encargadas de regular o modular la actividad de la 

proteína, pero no cumplen funciones catalíticas. Tales residuos están presentes 

en factores de transcripción,[14,15] quinasas,[16] y muchas otras proteínas. La 

participación de estos residuos de Cys regulatorias puede implicar la formación 

de enlaces disulfuro reversible inter o intramoleculares, como glutationilación 

o S-nitrosilación;[17-19] así como también otro tipo de modificaciones post-

traduccionales que no impliquen cambios en el estado redox, como la 

formación de enlaces tioéter por la reacción con grupos farnesilo que resultan 

en lipidación proteica,[20] o la unión covalente a cofactores como el grupo 

hemo.   

3) Cys estructurales: estos residuos de Cys participan en el plegado y estructura de 

proteínas a través de la formación de enlaces disulfuro estables. Están presentes 

en numerosas proteínas. 

4) Cys de coordinación de metales: este es un grupo grande y diverso de Cys muy 

conservadas que coordinan los iones metálicos. En la secuencia aparecen con 

frecuencia en forma de CXXC.[21] Debido a eso, la discriminación entre los 

roles redox-activo y de coordinación de metales por análisis de secuencia y 

estructura es un desafio, ya que en ambos grupos se encuentran con frecuencia 

tales motivos. 
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Cabe mencionar, sin embargo, que en algunos casos una Cys puede satisfacer los 

criterios de más de una de las categorías mencionadas. Por último, hay residuos de Cys 

sin ninguna función específica, conocidas como Cys huérfanas. Estas Cys muestran una 

baja conservación en las secuencias de proteínas y comparten algunas características 

tales como una baja exposición al entorno acuoso del átomo de azufre, la no proximidad 

a otros residuos de Cys y un alto pKa (a menudo superior a 9), en acuerdo con su menor 

reactividad.[22] 

I.2.2 Oxidación de tioles por peróxidos: una reacción central 

Como fue presentado en la Figura I.2, la oxidación de tioles mediada por 

oxidantes como hidroperóxidos, cloraminas o ácido hipocloroso, resulta ser de gran 

importancia debido a que produce ácido sulfénico, una modificación del grupo tiol que 

puede resultar relativamente estable y/o dar una variedad de productos como derivados 

sobreoxidados, puentes disulfuro o sulfenamidas. El destino del mencionado sulfénico 

es fuertemente dependiente del entorno en el que se encuentre y la concentración y 

accesibilidad de los posibles reactivos secundarios. La presente Tesis intenta 

profundizar en el entendimiento de esta reacción, usando hidropéroxidos como sustrato 

oxidante, tanto su ocurrencia a partir de tioles de bajo peso molecular en solución 

acuosa, como la reacción catalizada en proteínas llamadas peroxirredoxinas (Prxs, ver 

más adelante), por lo que en lo posterior nos concentraremos en este tipo de oxidante. 

Los peróxidos son compuestos que contienen un simple enlace covalente oxígeno-

oxígeno con fórmula general ROOR´, cuando R´ es H se denominan hidroperóxidos. El 

estado de oxidación de los átomos de oxígeno en un grupo peróxido es -1. El enlace 

O─O es relativamente inestable y puede romperse homolíticamente para dar los 

radicales correspondientes. En los sistemas biológicos, estas especies forman parte de 
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las denominadas ROS. Esta expresión colectiva involucra no solamente a los radicales 

derivados del oxígeno como el anión radical superóxido (O2
•-) o el radical hidroxilo 

(•OH), sino también las especies no radicalares derivadas de la reducción de los mismos, 

cómo los peróxidos o el ácido hipocloroso (HOCl). Dentro de los peróxidos relevantes 

en contextos bioquímicos, nos detendremos especialmente en tres de ellos. 

1) Peróxido de hidrógeno: El peróxido de hidrógeno es formado endógenamente 

principalmente por la dismutación de superóxido en la reacción catalizada por 

las enzimas superóxido dismutasas (SOD):  

2 O2
•- + 2H+ → O2 + H2O2   (reacción I.1) 

Aunque no es un radical libre, tiene una lipofilicidad que le permite atravesar 

las membranas celulares y reaccionar con metales de transición reducidos, para 

generar el radical hidroxilo a través de reacciones de Fenton. También 

reacciona rápidamente con hemo-peroxidasas generando compuesto I capaz de 

oxidar distintas biomoléculas. Por esta razón se le considera un oxidante 

importante en las células de los organismos aeróbicos. Adicionalmente, en los 

últimos años se lo ha identificado como un importante mensajero celular, 

participando de diferentes cascadas de regulación y señalización.[23] 

2) Peroxinitritoa: Formado a partir de la reacción controlada por difusión (k~1x1010 

M-1s-1)[24] entre el óxido nítrico (•NO) y O2
•-, el peroxinitrito es un oxidante 

fuerte para algunos blancos moleculares específicos, e indirectamente es capaz 

de provocar la oxidación y/o nitración de proteínas y lípidos. 

3) Peróxidos lipídicos: Los lípidos (solubles o en membranas biológicas) son otro 

blanco de degradación oxidativa, que da como uno de sus resultados la 

peroxidación lipídica o lipoperoxidación. Las insaturaciones presentes en 

                                                           
a El término peroxinitrito es usado para referirse a la suma de las especies anión peroxinitrito (ONOO-) y 
el ácido peroxinitroso (ONOOH; pKa=6.8)  
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muchos de los ácidos grasos en sistemas biológicos, pueden ser oxidadas 

radicalarmente, dando lugar a peróxidos por la posterior reacción con O2. 

Alternativamente, estos peróxidos lipídicos pueden ser formados por 

reacciones catalizadas por lipooxigenasas (LOX) y ciclooxigenasas. 

Una de las estrategias antioxidantes más importantes en sistemas biológicos, es la  

reducción de estos hidroperóxidos a través de la oxidación de tioles proteicos o de bajo 

peso molecular, a partir de la siguiente reacción: 

RS-  +  R´OOH  →  RSO-/RSOH +  R´OH/RO-     (reacción I.2) 

donde puede apreciarse que las especies reactivas son el tiolato y el hidroperóxido, y 

que según cuál sea el oxidante en cuestión, la reacción puede dar productos ligeramente 

diferentes en términos de estados de protonación. Por lo tanto, esta reacción resulta un 

acontecimiento clave no solamente relacionada a respuestas antioxidantes, sino que 

también ha sido implicada en una gran variedad de procesos biológicos como 

señalización redox, regulación de diferentes enzimas y canales, etc.[8,25-27] 

Si bien la reacción de tiolatos de bajo peso molecular con hidroperóxidos es 

usualmente lenta (< 20 M-1s-1 para H2O2 [28]), algunos grupos tioles en proteínas 

reaccionan con constantes de velocidad varios órdenes de magnitud mayor. En general 

estos tioles proteicos pertenecen a peroxidasas dependientes de tioles, de las que existen 

diferentes familias: Prxs, glutatión peroxidasas (Gpx) y proteínas de resistencia a 

hidroperóxidos orgánicas (Ohr). En esta tesis, se estudiarán las bases moleculares de 

este proceso, comparando la oxidación de tioles de bajo peso molecular en solución 

acuosa (reacción no catalizada) con la del tiol peroxidático de una Prx modelo. 
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I.3 Peroxirredoxinas 

I.3.1 Historia y clasificación actual 

Las Prxs (EC 1.11.1.15) constituyen una familia de enzimas ampliamente 

distribuidas entre los organismos procariotas y eucariotas,[29] y usualmente presentes 

en altas concentraciones, que catalizan la reducción de peróxidos tales como H2O2, 

peroxinitrito e hidroperóxidos orgánicos. Cumplen dos funciones de gran importancia, 

a) la detoxificación de los oxidantes anteriormente mencionados que se pueden formar 

en diferentes circunstancias (por ejemplo por disfunción mitocondrial o como 

mecanismo de defensa contra patógenos)[30] y b) la de participar en vías de 

señalización redox.[31-34] 

Las Prxs se identificaron inicialmente en levadura como la enzima de 25-kDa que 

proporcionaba protección contra la oxidación dependiente de tioles (Fe3+, O2 y 

RSH).[35] La protección era posible porque esta proteína era capaz de reducir H2O2 a 

partir de la oxidación de la Cys47.[30] Debido a la actividad peroxidasa y a la 

dependencia de tioles y no de otros reductores, se nombró inicialmente a estas enzimas 

antioxidantes específicas de tioles (TSA por sus siglas en inglés).[36] 

El mecanismo catalítico de estas enzimas consiste en una reacción bisustrática de 

tipo ping-pong. La primera etapa es común para todas las Prxs y se da a través de la 

oxidación por dos electrones del tiolato de un residuo de cisteína crítico (cisteína 

peroxidática, CysP) por una reacción del tipo sustitución nucleofílica de tipo 2 (SN2) 

para dar el derivado ácido sulfénico (CysSOH) de la cisteína:[37] 

Prx-S- + ROOH  →  Prx-SO-/Prx-SOH + ROH/RO- (reacción I.3) 

La segunda etapa es la reducción de la forma sulfenato a la forma tiolato. El mecanismo 

de reducción es diferente para los diferentes subtipos de Prxs, constituyendo la base de 
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la clasificación funcional de estas enzimas. La Figura I.3 muestra esquemáticamente el 

ciclo catalítico de las Prxs. Existe una desviación del mecanismo catalítico “normal” de 

las Prxs, por la cual se da una reacción de sobreoxidación del sulfenato por una segunda 

molécula de oxidante a sulfínico (CysSO2H) que compite con la segunda etapa del 

mecanismo catalítico. Estas Prxs sobreoxidadas representan formas inactivas, aunque el 

sulfinato en algunas Prxs de eucariotas es fisiológicamente relevante en la transducción 

de señales mediadas por H2O2 [37-39] y puede ser reducido a sulfenato en una reacción 

dependiente de ATP catalizada por enzimas llamadas sulfirredoxinas (Srx).[40-42] 

En caso de requerirse un único residuo de cisteína para la actividad, Prxs de 

1-Cys, el sulfenato es reducido por diferentes agentes reductores dependiendo de la Prx 

en particular. Por el contrario, las Prxs de 2-Cys poseen un segundo residuo de Cys 

necesario para la actividad, la Cys resolutiva (CysR), que puede encontrarse en la misma 

u otra subunidad, (Prx 2-Cys atípica o típica, respectivamente). En general las Prxs 

2-Cys son reducidas por tiorredoxina.[37] 

 

Figura I.3. Ciclo catalítico de las Prxs con H2O2 como oxidante. Nótese que la naturaleza del 

tiol resolutivo en el paso 2 depende del tipo de Prx. Mientras que el ciclo catalítico “canónico” 

se muestra en la parte izquierda resaltado, a la derecha pueden observarse las reacciones de 

sobreoxidación y posible rescate de Prxs, importante en procesos de regulación redox. 

Más recientemente se ha introducido una nueva clasificación para esta familia de 

proteínas, basada en criterios de secuencia aminoacídica y estructura de los sitios 
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activos.[43] Es así que las distintas subfamilias son denominadas a partir de un 

miembro canónico, como se indica a continuación: 

 Alquil-hidroperóxido reductasa C (AhpC) – Prx1: Esta subfamilia es la más 

numerosa y distribuida, encontrándose miembros en archea, bacteria y toda 

clase de eucariotas. Funcionalmente son Prxs de 2-Cys típicas y son decámeros 

en solución. 

 PrxQ: Están presentes mayormente en bacteria, levaduras y plantas, aunque no en 

mamíferos. Pueden comportarse como Prxs de 2-Cys atípicas o de 1-Cys. Se 

las ha identificado como monómeros o dímeros. 

 Tiol peroxidasa (Tpx): Presentes sólo en bacteria y casi exclusivamente 

clasificadas como de 2-Cys atípicas. Se presentan como dímeros en solución. 

 Prx5: Son muy ubicuas. Al igual que las PrxQ, pueden clasificarse como de 1-Cys 

o 2-Cys atípicas y son diméricas. 

 Prx6: Son Prxs de 1-Cys presentes en bacteria, plantas, levaduras y mamíferos. Se 

las ha identificado como dímeros o decámeros. 

 Alquil-hidroperoxidasa E (AhpE): Presentes solamente en bacterias del orden 

Actinomicetes y algunas archeas. La única caracterizada hasta el momento es la 

de Mycobacterium tuberculosis, que funciona como una Prxs de 1-Cys y es 

dimérica. 

I.3.2 Estructura y función 

Aspectos estructurales 

Las Prxs tienen una estructura globular compacta basada en un plegado tipo 

tiorredoxina (Trx).[44] El núcleo común de la estructura terciaria de Prxs está altamente 

conservado espacialmente y contiene siete hojas β (β1 a β7) y cinco hélices α (α1 a α5); 

la lámina β central formada por 5 hojas β (β5-β4-β3-β6-β7), está cubierta por β1, β2, α1 
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y α4 en una cara, y por α2, α3, α5 en la cara opuesta (Figura I.4). CysP se encuentra en 

el primer giro de α2. Algunas inserciones de secuencia se encuentran generalmente en 

los extremos N- y C-terminales y en los bucles entre los elementos de la conservada 

estructura secundaria. Estos pequeños cambios han generado algunas discrepancias en 

la forma de nombrar estos elementos entre distintos miembros de la familia; la 

nomenclatura de la Figura I.4 representa un esquema general para toda la familia que se 

basa en los elementos básicos conservados, y puede ser usada consistentemente para 

describir las características en diferentes Prxs.[45]  

 

Figura I.4. Estructura conservada común a toda la familia Prx. Se presentan dos vistas 

(“frontal” y “posterior”) de la estructura de un monómero de Prx, coloreadas según la 

conformación del elemento de estructura secundaria. 

Como se mencionó, este núcleo de estructura común se encuentra muy 

conservado no solamente entre distintos miembros de una misma subfamilia, sino entre 

subfamilias, que aunque pueden presentar algunas diferencias notorias en fragmentos de 

secuencia nucleotídica y con inserciones o deleciones de importantes segmentos de 

bases, todas presentan los aspectos estructurales básicos que fueron presentados. La 

Figura I.5 muestra un alineamiento estructural de 6 estructuras cristalográficas de Prxs 

(un representante de cada subfamilia). Puede observarse como la organización de la 

lámina β central permanece casi invariante para los distintos representantes de las 
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subfamilias, y que los flancos, con algunas diferencias en los largos de las hélices α y el 

arreglo de los bucles, también conservan gran parte de la estructura común.    

Para varios miembros de la familia se han descripto dos conformaciones asociadas 

con la catálisis, una forma reactiva completamente plegada (FF por sus siglas en inglés) 

y una donde se observa un desplegamiento parcial de la hélice α2 que contiene la CysP 

(LU por sus siglas en inglés).[29,37] Por lo tanto, este elemento de estructura 

secundaria está necesariamente implicado en los eventos necesarios para la catálisis; 

tanto es así que algunos autores han descripto a la estructura de Prxs como una “cuna” 

para la hélice α2, donde la cama de la “cuna” está formada por β3 y β4, y las paredes 

por las hélices α3 y α5 (Figura I.4).[45] La “cuna” alrededor α2 es muy importante en la 

estabilización de las conformaciones FF y LU, como también para facilitar la transición 

entre las dos conformaciones.  

 

Figura I.5. Alineamiento estructural de 6 estructuras cristalográficas de Prxs, una por cada 

subfamilia. Código de colores: azul, HsPrxII (PBDid 1QMV); rojo, XcBcp (PDBid 3GKK); 

gris, EcTpx (PDBid 3HVV); naranja, HsPrxV (PBDid 1HD2); verde, PyPrxVI (PDBid 1XCC); 

violeta, MtAhpE (PDBid 1XXU). 

La conservación estructural no sólo se observa a nivel de los elementos de 

estructura secundaria. El micro-entorno proteico alrededor de CysP está 
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extraordinariamente mantenido durante la evolución, tanto desde el punto de vista de 

secuencia como de la conformación tridimensional. El átomo de azufre del tiolato de 

CysP (SP) se aloja en el fondo del sitio activo, rodeado por tres residuos adicionales, 

prolina (Pro), treonina (Thr), y arginina (Arg) (Figura I.6). La Pro, Thr, y CysP se 

encuentran en un segmento contiguo con un motivo de secuencia universalmente 

conservada (PXXXTXXC). La Arg sin embargo se encuentra distante en secuencia a 

CysP pero espacialmente muy cerca, colocando su grupo guanidinio directamente frente 

a SP (ver Figura I.6). 

Las funciones de estos residuos conservados (además de la CysP) han sido objeto 

de estudio desde la identificación de estas proteínas. Las determinaciones del pKa de la 

CysP en varias Prxs muestran que es hasta 3 unidades de pH menor que el 

correspondiente al aminoácido en solución (ver Tabla I.1), por lo que originalmente, 

existió consenso con respecto a que la Arg sería responsable de este fenómeno, 

estabilizando la forma tiolato −y por lo tanto la forma reactiva− de la misma; que la Thr 

también podía jugar un rol en dicha estabilización a través de puentes de H y que la Pro 

“escudaba” dichas interacciones del solvente u otras especies.[37,46] Sin embargo, la 

disponibilidad de tiolato no podría explicar más de un orden de magnitud en el aumento 

de la velocidad de reacción con respecto a Cys libre (en términos de constante de 

velocidad de segundo orden), por lo que el rol de estos residuos debe ir más allá de la 

mera disminución del pKa de CysP.[47] Más recientemente, a través de un estudio 

sistemático de todas las estructuras determinadas de Prxs, y de la exploración de los 

detalles en las interacciones tipo enlace de H en el sitio activo de las diversas 

estructuras, se ha propuesto que el diseño del sitio activo no solamente asiste en la 

estabilización de la forma tiolato de CysP, sino que también es capaz de configurar una 

compleja red de puentes de H donde participan estos residuos y también grupos del 



18 
 

esqueleto de la proteína, que permiten la activación tanto del SP como del sustrato 

peróxido, estabilizando el estado de transición (et) de la reacción tipo sustitución 

nucleofílica bimolecular (SN2), explicando los varios órdenes de magnitud de 

aceleración de la reacción con respecto a la reacción no catalizada.[48] 

 

Figura I.6. Alineamiento tridimensional de los aminoácidos más importantes y conservados del 

sitio activo de Prxs, para las mismas estructuras cristalográficas presentadas en la Figura I.5. a) 

Dos vistas de los residuos que contienen átomos a menos de 3 Å de distancia de SP. Se resaltan 

la presencia de los residuos de Pro, Thr y Arg conservados en la familia. b) Se muestra el 

mismo alineamiento de (a) coloreado con el mismo código utilizado en la Figura I.5. 
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Tabla I.1. Algunos valores de pKa determinados para la CysP de Prxs. 

Prx pKa Referencia 

S. typhimuriumAhpC <5, 5.8 [49,50] 

H. sapiens PrxV  5.2 [51] 

H. sapiens PrxII 5.6 [52] 

S. cerevisiae Tsa1 5.4 [53] 

S. cerevisiae Tsa2 6.3 [53] 

A. marina Prx6 5.8 [54] 

M. tuberculosis AhpE 5.2 [55] 

El rol determinante que cumplen estos aminoácidos del sitio activo de Prxs, queda 

puesto en evidencia si se calcula y observa el potencial electrostático que se genera 

dentro del bolsillo que contiene a CysP (Figura I.7). Aunque el tiolato aloja una carga 

parcial negativa, el resto de los residuos del sitio configuran un “anillo” de carga parcial 

positiva en las paredes del bolsillo, posiblemente favoreciendo la interacción con el 

peróxido en el complejo Michaeliano, dado que los oxígenos de los peróxidos son 

portadores de cargas parciales negativas (ver Capítulo IV).   

Esta topología y propiedades de los sitios activos de Prxs, dan cuenta de 

velocidades de reducción de peróxidos entre 104-107 más rápidas que la misma reacción 

sin catalizar (en términos de constantes de velocidad de segundo orden). Por ejemplo, 

las constantes de velocidad de segundo orden de la reducción de H2O2 por la CysP de 

Prxs varían entre ~103-108 M-1 s-1 (Tabla I.2) y para la reducción de ONOOH entre 

~105-108 M-1 s-1. Por otro lado, la conservación a nivel de secuencia y disposición 

espacial de los sitios activos entre los distintos miembros de la familia, arroja la difícil 

pregunta de entender la gran variabilidad que se observa en las reactividades de la 
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familia, como también la versatilidad que muestran algunas de estas enzimas para ser 

extremadamente reactivas con algunos sustratos peróxido pero no con otros. 

 

Figura I.7. Vista desde el solvente del potencial electrostático generado dentro del sitio activo 

de Prxs. Los valores de energía/carga van de positivos (azul) a negativos (rojo). 

Tabla I.2. Selección de algunas constantes de velocidad de segundo orden de reducción de 

H2O2 catalizada por Prxs. 

Prxs Familia k (M-1s-1) Referencia 

StAhpC Prx1/AhpC 3.7 x 107 [56] 

TcCPx Prx1/AhpC 3 x 107 [57] 

TcMPx Prx1/AhpC 6 x 106 [57] 

HsPrxII  Prx1/AhpC 
1 x 108 

1.6 x 107 

[58] 

[59] 

HsPrxIII  Prx1/AhpC 1.9 x 107 [59] 

ScTsa1 Prx1/AhpC 2.2 x 107 [53] 

TpAhpC Prx1/AhpC 1.4 x 106 [60] 

AmPrx6 Prx 6 1.1 x 107 [54] 

MtAhpE AhpE 8 x 104 [55] 

EcBcp PrxQ/Bcp 1.3 x 104 [61] 

TmBcp PrxQ/Bcp 3.1 x 103 [62] 

HsPrx5 Prx5 3 x 105 [51] 

EcTpx TPx 4.4 x 104 [63] 

PaTpx TPx 1 x 105 [64] 
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Un aspecto importante en la relación estructura-reactividad de Prxs, está 

relacionado con el estado oligomérico de estas enzimas en solución y el cambio que este 

estado sufre en algunos casos durante el ciclo catalítico. La mayoría de las Prxs se 

encuentran en solución como oligómeros, salvo algunos miembros de la subfamilia 

PrxQ conocidos por ser estables y activos como monómeros. La formación de dímeros 

estables es una propiedad común en todas las subfamilias, existiendo dos tipos de 

interfaces distintas a través de las cuáles se pueden formar dímeros dependiendo de la 

enzima. La interfaz tipo A (ancestral) es del tipo extremo-extremo, y se observa en las 

subfamilias Tpx, Prx5, AhpE y en miembros diméricos de la subfamilia PrxQ; mientras 

los dímeros de las subfamilias Prx1 y Prx6 se forman reuniendo las hojas β de dos 

monómeros de una manera antiparalela para generar una lámina β extendida de 14 

hojas, determinando un dímero cabeza-cola (tipo B). Además, los dímeros de tipo B 

pueden interactuar para formar complejos toroidales, que se unen a través de 

interacciones en sus interfaces tipo A para formar generalmente decámeros o 

dodecámeros.[45] Se ha reportado también, la formación de complejos de orden 

superior bajo algunas condiciones para formar oligómeros aún más grandes o bien 

agregados esféricos o polímeros lineales abiertos, que se ha propuesto están 

relacionados con estados sobreoxidados y la función chaperona.[65,66] Una 

característica de muchas Prxs decaméricas, es la modulación de la fuerza de las 

interacciones en la interfaz tipo A según el estado redox de CysP, que se encuentra lo 

suficientemente cerca de la interfaz decamérica como para ejercer tal influencia.[48] 

Esto les permitiría existir como dímeros o decámeros según el estado redox de la 

enzima y la concentración de la misma.[58]  
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Funciones de las Prxs 

El papel de las Prxs fue eclipsado durante muchos años por las enzimas de 

defensa de estrés oxidativo como la catalasa y la glutatión peroxidasa (Gpx). Sin 

embargo, estimaciones de cinética de competencia predicen que las Prxs serían 

responsables de reducir más del 90% del H2O2 celular.[67]  

En el inicio de los años 2000, varios estudios ayudaron a despertar interés en estos 

sistemas antioxidantes. Por ejemplo, se mostró que la presencia de tan solo 100 µM de 

H2O2 causa la rápida inactivación de HsPrxI por sobreoxidación durante el ciclo 

catalítico (ver Figura I.3)[68] y esta sensibilidad se demostró que era debido a algunas 

características estructurales conservadas dentro de muchas Prxs eucariotas.[69] Este 

hecho aparentemente paradójico de que una peroxidasa sea tan fácilmente inactivada 

por su propio sustrato llevó al desarrollo de la hipótesis de "floodgate",[69] que postula 

que la inactivación de Prxs permite la señalización mediada por H2O2 en eucariotas.[40] 

Un estudio posterior probó que ratones knockout en PrxI desarrollan anemia hemolítica 

severa, así como linfomas, sarcomas, y carcinomas antes de los 9 meses de edad.[70] 

Desde entonces las Prxs han atraído la atención de los investigadores del cáncer no sólo 

por su evidente función como supresores tumorales (o en algunas circunstancias 

promotores [71]), pero también porque presentan niveles elevados de expresión en 

varios tipos de cáncer.[72,73] Otras relaciones entre Prxs y situaciones patogénicas son 

su nitración anormal en los pacientes con enfermedad temprana de Alzheimer,[74] y su 

papel en la inflamación asociada con la promoción de lesión cerebral isquémica.[75]  

En plantas superiores, la familia Prxs presenta aún más miembros que en otros 

eucariotas (entre 8 y 10 Prxs); así como también es mayor la complejidad de los 

distintos sustratos reductores y blancos que se han demostrado que interaccionan con 

Prxs en plantas.[76] Estas enzimas han mostrado jugar un rol relevante en mecanismos 
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de desarrollo y adaptación de plantas,[77] estando involucradas en mecanismos 

regulatorios en tilacoides,[78] en la regulación del ciclo de Calvin en cloroplastos a 

través de la interacción con la fructosa-1,6-bifosfatasa,[79] en el mantenimiento de la 

homeostasis redox en mitocondrias,[80] y en la prevención de la desnaturalización de 

otras proteínas actuando como chaperona.[81] 

Por otro lado resulta sumamente importante el hecho de que muchos agentes 

patógenos dependen en parte de sus Prxs para protegerse de los oxidantes producidos 

por la activación del sistema inmunológico del organismo huésped.[82,83] Esto 

convierte a estas enzimas en prometedores blancos para el desarrollo de nuevos 

antibióticos.[73,84] 

I.3.3 Modelo de peroxirredoxina: la alquil-hidroperóxido reductasa E 

de Mycobacterium tuberculosis 

Mycobacterium tuberculosis (Mt) es un patógeno devastador para el ser humano. 

De acuerdo con el Reporte Control Global de la Tuberculosis del año 2013 de la 

Organización Mundial de la Salud aproximadamente un tercio de la población mundial 

está infectado por Mt y 1.3 millones de personas mueren por esta enfermedad cada año 

http://www.who.int/tb/publications/global_report/en/. A pesar de ser definido como el 

patógeno que ha causado más muertes de seres humanos a lo largo de la historia, 

todavía no se ha llegado a comprender por completo los mecanismos de patogénesis, 

virulencia y persistencia de Mt. Esto ha hecho difícil el desarrollo de fármacos para el 

tratamiento de la Tuberculosis, de gran importancia dado la alta incidencia de cepas 

multi- y extensivamente resistentes a los tratamientos actualmente disponibles.[85]  

El éxito de este patógeno es atribuible en parte a su capacidad para entrar en un 

estado latente o persistente en el interior de macrófagos activados en los 
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pulmones.[86,87] El macrófago es una de las células blanco más importantes de la 

respuesta antimicrobiana, que en su caso está basada entre otros mecanismos, en 

respuestas dependientes de ROS y RNS, produciendo daños nitro-oxidativos a 

diferentes biomoléculas del microorganismo. La figura I.8 muestra esquemáticamente 

los procesos por los cuales estas especies son generadas endógenamente.[88] Durante la 

fagocitosis, la NADPH oxidasa 2 (NOX-2) transfiere electrones desde el NADPH al O2 

produciendo el radical O2
•- dentro del fagosoma.[89,90] Por otro lado, el interferón-Ȗ 

promueve la producción de •NO que por su naturaleza neutra puede difundir hacia el 

fagosoma.[91-93] El O2
•- puede dismutar a H2O2[94,95] espontáneamente o 

enzimáticamente y a su vez puede reaccionar con centros de metales de transición en 

estados reducidos generando •OH. Además, la reacción controlada por difusión entre el 

O2
•- y •NO forma peroxinitrito.[24,96] En las células, se espera que el peroxinitrito 

reaccione con blancos directos, tales como el dióxido de carbono (CO2) presente en 

concentraciones milimolares en sistemas biológicos llevando a la formación de radical 

carbonato (CO3
•-) y •NO2, que son especies oxidantes.[97-99] Estos radicales pueden 

participar en reacciones de peroxidación lipídica, resultando en la formación de 

hidroperóxidos lipídicos,[100] que pueden ser sintetizados también por mecanismos 

enzimáticos a través de reacciones catalizadas por LOX.[101] Los hidroperóxidos de 

ácidos grasos pueden ser liberados de la membrana por acción de la fosfolipasa A2 

(PLA2).[102] En resumen, dentro del fagosoma del macrófago activado se forman 

diferentes peróxidos, incluyendo H2O2, peroxinitrito e hidroperóxidos de ácidos grasos 

(Figura I.8). Todas estas especies han sido reportadas como citotóxicas contra 

microorganismos incluidas las bacterias.[103-107] 

Mt ha desarrollado varios mecanismos de supervivencia que le permiten 

sobrevivir en los fagosomas de macrófagos. Dentro de las estrategias de supervivencia 
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se destacan: a) su capacidad de inhibir la fusión del lisosoma con el fagosoma b) la 

inhibición de la acidificación del fagosoma; c) la expresión de proteínas que pueden 

interferir con el normal funcionamiento de la célula huésped, proteínas de virulencia y 

d) la presencia en la micobacteria de diferentes sistemas antioxidantes que le permiten 

eliminar las ROS y RNS a las que se ve expuesto. 

 

Figura I.8. Fuentes de hidroperóxidos y peroxinitrito en el fagosoma del macrófago activado. 

Se muestran en detalle las vías que llevan a la producción de  H2O2, peroxinitrito e 

hidroperóxidos de ácidos grasos (AG-OOH) entre otras especies reactivas del oxígeno 

descriptas en el texto. Esquema tomado de referencia [88]. 

Sistemas antioxidantes de Mycobacterium tuberculosis 

Mt carece de GSH y su principal tiol de bajo peso molecular es el MSH,[108] que 

se mantiene en estado reducido por la enzima micotiol disulfuro reductasa (MTR) que 

recibe electrones desde el NADPH.[109] Cepas de micobacterias incapaces de sintetizar 

MSH son más susceptibles a la toxicidad por peróxidos que las cepas salvajes.[110,111] 

La detoxificación enzimática de O2
•- en Mt es llevada a cabo por dos superóxido 



26 
 

dismutasas, una CuZn-SOD (Rv0432, SODC)b y otra Fe-SOD (Rv3846, SODA), 

habiendo sido esta última reportada como esencial para la bacteria.[112] La bacteria 

expresa diferentes tiorredoxinas (A, B y C), tiorredoxina reductasa y varias proteínas 

con dominio glutarredoxina. Para una de estas últimas, micoredoxina-1 (Rv3189A), se 

ha demostrado su función en la reducción de disulfuros mixtos proteicos que involucran 

MSH.[113] La detoxificación enzimática de peróxidos, es llevada a cabo por una 

peroxidasa dependiente de hemo, la catalasa peroxidasa (KatG) (Rv1908),[114] y 

peroxidasas dependientes de tioles de la familia de las Prxs, de las que hablaremos a 

continuación. 

Peroxirredoxinas de Mycobacterium tuberculosis 

El genoma de Mt codifica para 5 Prxs que pertenecen a cuatro subfamilias según 

la clasificación por homología de secuencia. La Tabla I.3 muestra las características de 

estas MtPrxs.[88] Los niveles de expresión de estas Prxs pueden ser muy variables y 

difíciles de determinar con precisión, pero teniendo en cuenta las constantes de 

velocidad, se puede presumir que las Prxs de Mt son responsables de la reducción de 

gran parte de los peróxidos a los que se enfrenta el microorganismo en los fagosomas de 

macrófagos del hospedero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
b El genoma de Mt ha sido secuenciado para la cepa H37Rv, por lo que la notación de los genes que 
usualmente se encuentra en bases de datos genómicas de este patógeno, comienzan con el prefijo Rv y 
luego el número correspondiente. 
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Tabla I.3. Prxs codificadas en el genoma de Mt. Se agrega información sobre su clasificación, 

las constantes de velocidad de segundo orden de reducción de distintos hidroperóxidos 

relevantes y características de la parte reductiva del ciclo catalítico. Información modificada de 

referencia 23. 

MtPrxs 
Clasificación y 

mecanismo catalítico 

Constante de velocidad de segundo 
orden de oxidación por distintos 

hidroperóxidos 

Sustrato 
reductor 

AhpC 

(Rv2428) 

AhpC/Prx1, 

Prx 2-Cys típica 
ONOOH (k2 = 1.3 x 106 M-1s-1) 

MtAhpD, 

MtTrxC 

TPx 

(Rv1932) 

Tpx, 

Prx 2-Cys atípica 
ONOOH (k2 = 1.5 x 107 M-1s-1) 

MtTrxB, 

MtTrxC 

AhpE 

(Rv2238c) 

AhpE, 

Prx 1-Cys 

AG-OOH (k2 = 2 x 108 M-1s-1) 

ONOOH (k2 = 1.9 x 107 M-1s-1) 

H2O2 (k2 = 8.2 x 104 M-1s-1) 

Micotiol y 

Mrx-1 

PrxQ 

(Rv2125)a 
PrxQ,  ND ND ND 

PrxQB 

(Rv1608c) 

PrxQ,  Prx 2-Cys 

atípica 

ONOOH (k2 = 1 x 106 M-1s-1) 

FA-OOH (k2 = 4 x 106 M-1s-1) 

MtTrxB, 

MtTrxC 
a ND: no determinado 

Alquil-hidroperóxido reductasa E de Mycobacterium tuberculosis 

Dentro de las Prxs presentes en Mt, este trabajo de tesis tomó como modelo de 

trabajo la alquil-hidroperóxido reductasa E (MtAhpE) por varias razones que se 

discutirán con mayor profundidad en el Capítulo IV. MtAhpE es una Prx de 1-Cys y 

está muy conservada entre otras micobacterias.[115,116] Su estructura ha sido resuelta 

por cristalografía de rayos X, tanto en su estado reducido (CysP-S
-) (PDBid: 1XXU) 

como en su estado oxidado (CysP-SO
-) (PDBid: 1XXV).[117] 

La secuencia aminoacídica de la enzima contiene 153 aminoácidos, siendo su 

única Cys (Cys45) la Cys reactiva. Al menos en su estado reducido, la enzima en 

solución a pH fisiológico se comporta como un homodímero, con una interfaz dimérica 

que involucra interacciones del tipo hidrofóbicas entre residuos de isoleucinas (Ile), 
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fenilalaninas (Phe), prolinas (Pro) y triptófanos (Trp) de ambas subunidades.[117] La 

Figura I.9 muestra una representación de la estructura de la MtAhpE.  

 

Figura I.9. Representación de la estructura tridimensional del dímero de MtAhpE. Se muestra 

la estructura de la enzima con una representación de cintas para destacar los elementos de 

estructura secundaria que la componen. También se muestran los átomos pesados de la CysP 

(Cys45). Código de colores: C, celeste; N, azul; O, rojo; S, amarillo. 

En el grupo de la co-directora de este trabajo, ubicado en el Centro de 

Investigaciones Biomédicas (CeInBio) de la Facultad de Medicina (FMed), de la 

Universidad de la República (UdelaR) en Montevideo, Uruguay, se comenzó una 

caracterización cinética y funcional de esta enzima en el año 2008. Cuando se comenzó 

con el presente proyecto, ya se contaba con buena información sobre la cinética de 

oxidación y sobreoxidación de la enzima con distintos sustratos y sobre constantes de 

acidez de CysP en su estado tiol y sulfénico.[55,118] Estos resultados se presentarán y 

discutirán más adelante en el contexto de los obtenidos durante este trabajo, pero cabe 

destacar en este momento un aspecto importante, y es que la enzima presenta una 

extraordinaria reactividad frente a hidroperóxidos derivados de ácidos grasos, en 

comparación con la reactividad mostrada con H2O2 (ver Tabla I.3). El estudio de las 

bases moleculares que determinan esta selectividad por el sustrato oxidante motiva uno 

de los objetivos específicos de este trabajo de tesis (Capítulo V). 
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I.4 Objetivos y lineamientos de esta Tesis 

Como se mencionó previamente, este trabajo intenta describir a nivel molecular 

los determinantes de la capacidad catalítica de una enzima. Específicamente, el objetivo 

general es identificar las bases moleculares de la catálisis en la reducción de 

hidroperóxidos por Prxs, utilizando como modelo de esta familia de proteínas, la 

MtAhpE. Para lograr la caracterización de estos determinantes moleculares, es decir, los 

aspectos químicos −que poseen tanto la enzima como sus sustratos− que están 

involucrados en que la reacción ocurra tanto más rápido que en ausencia de catalizador, 

se propone estudiar previamente la reacción no catalizada en solución acuosa, para 

luego poder identificar las diferencias cuando la reacción ocurre en el sitio activo de la 

enzima. Es por esto que el trabajo ha sido realizado en la búsqueda de contestar las 

siguientes tres preguntas con un “zoom atómico”: 

 ¿cómo es la reacción de oxidación de tioles de bajo peso molecular por 

peróxido de hidrógeno y peroxinitrito en solución acuosa?  

 ¿cómo es este mismo proceso en el contexto del sitio activo de Prxs, utilizando 

como modelo de trabajo a la MtAhpE?  

 ¿por qué esta enzima presenta la particularidad de mostrar una extraordinaria 

reactividad en la reducción de peróxidos derivados de ácidos grasos? 

Estos objetivos se abordaron mediante la utilización en primer lugar de 

simulaciones clásicas, y posteriormente, de cálculos híbridos cuántico-clásicos 

(QM/MM). Estos cálculos se integraron con estudios experimentales de cinética en 

solución y de reactividad enzimática. Por lo tanto, en el próximo capítulo se presentan 

los fundamentos de las metodologías utilizadas. Luego, se presentan las simulaciones y 

experimentos realizados para caracterizar la reacción de tioles de bajo peso molecular 

en solución acuosa (Capítulo III). En el Capítulo IV se muestran los resultados 
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obtenidos para la reducción de H2O2 por MtAhpE y posteriormente aquellos referidos a 

la selectividad por el sustrato oxidante en esta enzima (Capítulo V). Dada la diversidad 

de técnicas y disciplinas que se exploran en cada capítulo y con el fin de mantener 

siempre en claro el origen de la problemática, se decidió incluir tanto una introducción, 

como una sección de metodología específica en cada uno de esos capítulos, para guiar al 

lector en los antecedentes más importantes del tema a desarrollar y los detalles 

metodológicos de cada sección para explorar las hipótesis de estudio. Por último, en el 

capítulo VI se resumen las principales conclusiones de esta Tesis, junto a las 

perspectivas futuras de los temas investigados. 
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II  MÉTODOS 

II.1  Métodos Computacionales 

II.1.1 Acerca de simular 

Las herramientas fisicoquímicas han demostrado ser válidas en lo que a nuestro 

conocimiento de la naturaleza compete, por lo que no debería sorprender que sean 

aplicables a sistemas biológicos en un sentido molecular. Este es el caso de los métodos 

de simulación molecular, donde se toman modelos químico-físicos para representar la 

naturaleza de las interacciones en los sistemas biológicos. La simulación computacional 

consiste, de este modo, en el empleo de modelos fisicoquímicos (que se valen de 

herramientas matemáticas) implementados en un código o programa de computadora, con 

el objeto de poder realizar predicciones acerca del comportamiento del sistema molecular 

que se esté modelando. 

De acuerdo con los modelos fisicoquímicos que se empleen, puede abordarse el 

modelado de un sistema biológico a escalas de aproximación diferentes. Una 

categorización primaria permite distinguir entre los métodos que se apoyan en los 

principios de la mecánica cuántica, y aquellos sustentados en la mecánica clásica. Los 

primeros denotan aproximaciones que han sabido responder con aceptable grado de éxito 

a diversos interrogantes, e incluso realizar predicciones con plausible exactitud acerca del 

comportamiento de los sistemas estudiados. Sin embargo, alcanzar este nivel de detalle  

requiere la resolución de ecuaciones complejas para un gran número de partículas, cuyo 

tiempo de cómputo (habitualmente referido como costo computacional) resulta elevado, 
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sobre todo si el sistema bajo estudio se trata de una molécula de muchos átomos, por lo 

que los métodos cuánticos son inadecuados en estos casos. 

Son adecuados para estos últimos, en cambio, los métodos basados en las leyes de 

la física clásica, en los cuales el sistema viene descripto por un conjunto de sitios 

enmarcados en un potencial parametrizado ad hoc. Este tipo de modelos puede emplearse 

para el cálculo de propiedades de sistemas de enorme cantidad de átomos, aunque 

presentan la limitación de que no son capaces de representar fenómenos reactivos: se 

excluye la posibilidad de reordenar o transferir carga. A pesar de ello, presentan un buen 

compromiso entre el costo computacional y la calidad de los datos obtenidos.  

En los últimos años se han desarrollado metodologías híbridas, que se basan en la 

descripción de un sistema multi-escalarmente, es decir, con distinto grado detalle para 

diferentes subsistemas del sistema global. Intentando aprovechar las bondades de los 

métodos basados en la mecánica cuántica, y a su vez mantener una buena descripción del 

entorno, se desarrollaron los métodos híbridos cuántico-clásicos (QM/MM), en los cuales 

una porción del sistema (generalmente el subsistema que contiene la parte reactiva) se 

trata con herramientas cuánticas y el resto responde a las leyes de la mecánica clásica.   

A continuación se detallan estas tres grandes metodologías, y algunas de las 

estrategias procedimentales que se utilizan para obtener información de un sistema 

molecular al utilizarlas. 



40 

II.1.2 Métodos basados en la Mecánica Cuántica 

Desde principios del siglo XX, y luego de los descubrimientos realizados por 

Planck, Young y Einstein, entre otros, la teoría de la mecánica cuántica se posicionó 

como la teoría necesaria para la descripción de partículas de dimensiones atómicas.[1]  

En este contexto, debe recurrirse a metodologías basadas en ella para estudiar sistemas 

moleculares. La aplicación de métodos basados en la mecánica cuántica a la química, 

hasta aproximadamente mediados del siglo XX, se limitaba al estudio de las propiedades 

de átomos aislados o moléculas pequeñas, debido a su alto costo computacional. Con el 

intenso desarrollo de la tecnología informática, en las últimas décadas la mecánica 

cuántica ha sido aplicada en la resolución de una gran diversidad de problemas químicos.  

La utilización de la mecánica cuántica resulta indispensable cuando se desea 

abordar un sistema en el que se requiere detalle de su estructura electrónica, en particular 

en cualquier problema en el que se estudie la formación o ruptura de enlaces químicos. 

Veremos primero los principios básicos de la teoría, para luego centrarnos en la 

descripción de la Teoría de Funcionales de la Densidad (DFT por sus siglas en inglés), 

por ser el método de elección para gran parte de este trabajo. 

II.1.2.1 Principios básicos 

La mecánica cuántica postula que para describir el estado de un sistema basta con 

conocer la función de onda del mismo, , la cual es función de las coordenadas de todas 

las partículas (r ) y del tiempo (t), y contiene toda la información que se puede conocer 

del sistema, =(r ,t). Esta función se obtiene de la resolución de la ecuación 

fundamental de esta teoría, la ecuación de Schröedinger dependiente del tiempo: 
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donde ħ es la constante de Planck dividida por 2π, m es la masa de la partícula, y V(r,t) es 

la función de energía potencial del sistema. Si se considera que el potencial V no depende 

del tiempo, lo que ocurre cuando la fuerza externa que experimenta el sistema no 

depende del tiempo, se obtiene la ecuación de Schröedinger independiente del tiempo: 
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Se define entonces el operador Hamiltoniano (H) del sistema como V
m

H  2
2
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, 

resultando: 

)()( rErH   (ec. II.3), 

donde E es la energía del sistema. La química cuántica debe entonces resolver esta 

ecuación para un sistema de núcleos y electrones, de esta manera conocer la función de 

onda  y por lo tanto todas las propiedades del sistema. Suponiendo que los núcleos y los 

electrones son masas puntuales, y despreciando las interacciones espín-órbita y otras 

interacciones relativistas, el Hamiltoniano para una molécula de M núcleos y N 

electrones resulta, en unidades atómicas: 
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 (ec. II.4), 

                                                 
 En unidades atómicas, la unidad de masa es la masa del electrón, em , la unidad de carga es la carga del 

protón, 'e , y la unidad del momento angular es  , simplificándose la expresión del Hamiltoniano. Se 

definen las unidades de energía, hartree: oooh aeaeEhartree 4//'1 22   y de longitud, Bohr: 
22 './1 emabohr eo   
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donde i, j denotan a los electrones,  A y B denotan a los núcleos, los valores de Z y m 

corresponden a las cargas y a las masas de los núcleos, respectivamente; iAr , ijr  y ABR  

representan las distancias electrón-núcleo, electrón-electrón y núcleo-núcleo. Observando 

la ecuación puede verse que el primer y segundo término corresponden a los operadores 

energía cinética de los electrones y los núcleos, mientras que los tres últimos constituyen 

el operador energía potencial, V. El mismo es la suma de la interacción Coulómbica 

atractiva entre los núcleos y los electrones (tercer término), la interacción repulsiva entre 

los electrones (cuarto término) y por último la repulsión entre las cargas de los núcleos. 

Para los sistemas de interés químico, resulta de gran utilidad la aproximación de 

Born-Oppenheimer.[1,2] La misma se basa en el hecho de que los núcleos son mucho 

más pesados que los electrones, por lo cual éstos últimos se mueven mucho más 

rápidamente que los primeros, desacoplándose el movimiento de los núcleos y los 

electrones. Esta aproximación implica que la función de onda del sistema puede 

escribirse como un producto de dos funciones de onda, una asociada a los electrones (el ) 

y otra asociada a los núcleos (N ).  

Considerando entonces a los núcleos fijos, desaparece el término energía cinética 

de los núcleos, y el término de repulsión núcleo-núcleo se vuelve constante. Puede 

establecerse entonces un nuevo Hamiltoniano, llamado Hamiltoniano electrónico 

asociado a la función de onda electrónica: 

elelelel EH    (ec. II.5). 

Por cada una de las posiciones de los núcleos podemos resolver la ecuación II.5, 

por lo tanto la función de onda electrónica y la energía dependerán parametricamente de 
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las posiciones de los núcleos. Restará luego resolver la ecuación equivalente para los 

núcleos, que solo dependerá de las coordenadas de los mismos, y la energía total resultará 

la suma de la contribución electrónica y nuclear. 

La primera aproximación realizada para resolver un sistema de N electrones, 

consistió en considerar al elH  como suma de Hamiltonianos monoelectrónicos, 

despreciando completamente la interacción electrónica, es decir: N

i
iel hH

1

. Resulta 

entonces que cada Hamiltoniano monoelectrónico ih tendrá su propio conjunto de 

autovalores i  y autovectores i , llamados espín-orbitales, siendo la función de onda 

total el producto de las funciones de onda monoelectrónicas, lo que se denominó 

producto de Hartree: 

)()....()().....,( 2121 NkjiN
HP xxxxxx    (ec. II.6). 

Sin embargo, para la resolución de la ecuación de autovalores electrónica, debe tenerse 

en cuenta que los electrones son fermiones, es decir partículas con espín semientero, por 

lo que su función de onda debe ser antisimétrica respecto al intercambio de partículas.  Es 

decir, , donde x  representa las coordenadas de cada 

electrón, incluyendo el espín. El producto de Hartree no satisface la condición de 

antisimetría de la función de onda electrónica, y distingue entre electrones, dado que 

identifica cada electrón con un espín-orbital. En 1929, Slater demostró que esta condición 

puede cumplirse utilizando como función de onda un determinante, construido de la 

siguiente forma: 

  ),...,,(,..., 1221 NN xxxxxx 
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 (ec. II.7). 

Este determinante contiene N electrones ocupando N espín-orbitales i , constituyendo 

una función de onda antisimétrica y que no distingue entre electrones. Como fue 

mencionado anteriormente, en el producto de Hartree la interacción electrónica no era 

considerada. El determinante de Slater, si bien sigue utilizando las funciones 

monoelectrónicas, incorpora la correlación de intercambio, es decir, el movimiento de 

dos electrones con el mismo estado de espín sí esta correlacionado, dado que si dos 

electrones se encuentran en el mismo orbital, la función de onda se anula, por lo que tal 

evento tiene probabilidad cero de ocurrir. Sin embargo, la correlación entre electrones de 

espín opuesto permanece sin considerarse.   

El teorema variacional y el método variacional lineal 

Una vez explicadas las condiciones que debe cumplir la función de onda, debemos 

encontrar un método para hallarla. En este contexto, gran cantidad de los métodos que 

intentan resolver la ecuación de Schröedinger se apoyan en el teorema variacional, que se 

describe a continuación. En primer lugar, observemos que la ecuación que se desea 

resolver es una ecuación de autovalores:  EH , a [2] donde H, el operador 

Hamiltoniano, es un operador Hermítico, por lo tanto posee un conjunto completo de 

                                                 
a La notación bra-ket, también conocida como notación de Dirac, es la notación estándar para describir los 
estados cuánticos en la teoría de la mecánica cuántica. El producto interno de dos estados es denotado por 
el "paréntesis angular" (angle bracket, en inglés)ۦ �|�ۧ, consistiendo en una parte izquierda,   llamada el 

bra, y una parte derecha,  llamada el ket. 
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funciones ortonormales   que lo diagonalizan, y sus autovalores asociados (E ) son 

reales.  Es decir: 

,....1,0  (ec. II.8), 

    (ec. II.9). 

Por lo tanto, cualquier función, que llamaremos función de prueba (~ ), podrá 

escribirse como combinación lineal del conjunto de funciones    

  c  .
~   (ec. II.10). 

El teorema variacional establece que dada una función de prueba normalizada, ~ , el 

valor esperado del Hamiltoniano para esa función debe ser mayor o igual que la energía 

del estado fundamental (oE ). Esto es: 

oEH  ~~   (ec. II.11). 

En términos prácticos, el teorema variacional nos permite saber que la energía 

obtenida para cualquier función de prueba que hallemos, será siempre mayor a la energía 

real. En otras palabras, cuanto menor sea la energía asociada a la función de prueba 

hallada, mejor será esa función como aproximación de la solución real. Por lo tanto, la 

resolución del problema consiste en encontrar la función de prueba ~  que minimice la 

energía del sistema. Con el fin entonces de encontrar esta función, se escribe la función 

de prueba utilizando una base de N funciones i  (llamadas funciones de base): 

i

N

i
ic  1

~
  (ec. II.12). 

  EH
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El problema se traslada entonces a encontrar los coeficientes que minimizan la energía, la 

cual se obtiene de la siguiente expresión: 

jji
ji

i cHcH  
,

~~
  (ec. II.13). 

La representación del operador Hamiltoniano en la base  i  corresponde a una matriz 

H de NN cuyos elementos están dados por: (H)ij , o sea, 

. 

Dado que la función de prueba ~  está normalizada y las funciones de base i  

son un conjunto ortonormal, los coeficientes están sujetos a la siguiente relación: 

1
~~ 2

,

 
i

ijij
ji

i ccc    (ec. II.14). 

Entonces el problema consiste en encontrar un conjunto de parámetros  ic  que 

minimicen la expresión II.13, sujetos a la restricción II.14. Este problema puede 

resolverse utilizando el método de los multiplicadores de Lagrange, añadiendo a la 

expresión II.13 el término  1~~ E , lo que es equivalente a sumar cero: 

  


   11
~~~~

),,,( 2

,
21

i
iijj

ji
iN cEHccEHEccc   (ec. II.15). 

Derivando la expresión anterior respecto de cada uno de los coeficientes ic e igualando a 

cero se obtiene: 

kik
i

ikj
j

j
k

EcHcHc
c

20 
 

         Nk ,,1  (ec. II.16). 

Y dado que la matriz H  es simétrica, es decir jiij HH  , resulta: 

jiij HH 

ijj
ji

ijji
ji

i HcccHcH  
,,

~~
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0 i
i

ij EcH  Ni ,,1   (ec. II.17). 

La expresión II.17 puede escribirse también en forma matricial, definiendo un vector cde 

elementos ic , resultando: 

Hc=Ec   (ec. II.18). 

Resolviendo la ecuación II.18 se obtienen entonces N vectores ortonormales c y sus 

correspondientes autovalores E . Una vez encontrados los coeficientes c podemos 

escribir las autofunciones ~  como: 

iic   
~

 1,1,0  N   (ec. II.19). 

Puede verse finalmente que los valores de E corresponden a los valores esperados del 

Hamiltoniano para cada una de las ~ : 

   
, ,

T

i j i ij j
i j i j

H c H c c H c c c E c c E                       
 (ec. II.20). 

En particular, el menor autovalor, que denominaremos oE , corresponde a la mejor 

aproximación al estado fundamental del sistema descripto por el Hamiltoniano H dentro 

del espacio de funciones generado por el conjunto  i . Puede demostrarse también que 

los siguientes autovalores corresponden a cotas superiores a las energías de los distintos 

estados excitados. 

En resumen, el método variacional lineal, basado en el teorema variacional, permite 

encontrar las mejores soluciones a la ecuación de Schröedinger representando al operador 

hamiltoniano H en la base finita  i  y diagonalizando la matriz resultante  .  
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El método de Hartree-Fock 

El método de Hartree-Fock (HF), se describirá brevemente por los siguientes 

motivos: en primer lugar, este método fue uno de los primeros métodos de estructura 

electrónica, y si bien en el día de hoy no se utiliza regularmente, en este método están 

basados una gran cantidad de metodologías desarrolladas posteriormente. Por otro lado, 

este método tiene una gran relevancia porque solo en el contexto de HF cobra sentido la 

utilización de energías orbitales, concepto al cual se recurre cotidianamente en la química. 

En primer lugar definimos el Hamiltoniano electrónico de la siguiente manera: 

  
 N

i

N

ij ij

M

A iA

A
N

i

N

i
iel rr

Z
H

1111

2 1

2

1ˆ   (ec. II.21). 

En HF la función de onda se describe como un determinante de Slater, escrito en 

términos de las funciones i , que llamaremos espín-orbitales, dado que cada una de ellas 

depende de las coordenadas de un solo electrón. Aplicando el teorema variacional, la 

función de onda del sistema se hallará encontrando al conjunto de espín-orbitales i  que 

minimicen la energía. 

Definiendo a los operadores de Coulomb (Ĵ ),  de Intercambio (K̂ ),  y el operador 

h  según: 

 * 1
2 12

ˆ (1) (2) (2) (1)b a b b aJ dx r        (ec. II.22), 

  )1()2()2()1(ˆ 1
12

*
2 babab rdxK     (ec. II.23), 


 


1

2
12

1ˆ
r

Z
h   (ec. II.24). 
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La expresión II.22 corresponde al término de interacción Coulómbica entre los electrones 

1 y 2, el cual se calcula promediando sobre todas las coordenadas espaciales y de espín 

del electrón 2. En cambio, la expresión II.23, surge debido a la antisimetrización de la 

función de onda, no pudiéndose asociarle un significado físico simple. Por otra parte, ĥ  

corresponde a la energía cinética y la interacción con los núcleos de un solo electrón. 

La expresión de la energía que se desea minimizar resulta entonces: 

   
 N

i

N

i

N

j
ijijii KJhHE

1 1 1

)(
2

1ˆ    (ec. II.25). 

Minimizando esta expresión sujeta a la condición de ortonormalidad de los espín-

orbitales i , se derivan las ecuaciones de Hartree-Fock, que se escriben de la siguiente 

manera: 

)1()1(ˆ
j

j
ijif     (ec. II.26), 

y los valores de ij corresponden a los multiplicadores de Lagrange asociados a los N 

espín-orbitales j  y f̂ , es el operador de Fock, definido como: 

)ˆˆ(ˆˆ
b

b
b KJhf      (ec. II.27). 

Haciendo un cambio de base de  a  a  '
a  puede diagonalizarse la matriz de 

multiplicadores de Lagrange, resultando: 

)1()1(ˆ '''
iiif     (ec. II.28), 



50 

donde los  '
i  corresponden al conjunto de orbitales moleculares canónicos y los  'i a 

sus energías asociadas. De aquí en adelante notaremos i a los orbitales canónicos y i  a 

sus energías orbitales asociadas. 

La resolución de estas ecuaciones, es decir la obtención del conjunto de orbitales 

canónicos y sus correspondientes autovalores, tiene como problema adicional que el 

operador f̂ depende de sus propias autofunciones. Por lo tanto debe resolverse en forma 

iterativa. Se realiza en principio la aproximación de expandir al conjunto de orbitales 

canónicos en una base finita,   , en la que cada orbital tendrá un conjunto de 

coeficientes  iC . Resulta entonces: 

  (ec. II.29), 

donde M es el número de funciones en la base elegida. Aplicando  a ambos lados de 

la ecuación anterior, se obtiene un sistema de ecuaciones homogéneas: 

0ˆ
1

    i

M

i fC  M1   (ec. II.30).  

Esta ecuación puede escribirse de forma matricial, definiendo   ff ˆ  como los 

elementos de matriz de F y  S  como los elementos de matriz de S: 

FC=SC  (ec. II.31), 

siendo C la matriz de coeficientes iC  y  la matriz diagonal de los coeficientesi . 

     
 M

ii

M

i CfC
11

ˆ
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En este punto, el problema de determinar los orbitales moleculares  i  y las 

energías orbitales i  consiste en resolver la ecuación matricial II.31. Sin embargo, puede 

verse que la matriz de Fock F depende de los coeficientes, con lo que la solución de esta 

ecuación debe realizarse iterativamente. En un sistema simple de capa cerrada donde 

cada orbital molecular está ocupado por dos electrones, la densidad electrónica queda 

determinada por: 

 2/
2

)(2)(
N

a
a rr     (ec. II.32), 

de manera que drr )(  representa la probabilidad de encontrar un electrón dentro de un 

radio dr de r. La integral de la densidad electrónica en todo el espacio resulta el número 

total de electrones. Insertando en esta ecuación la expansión de la función de onda en 

orbitales: 

     2/ 2/

)(2)()(2)(
N

a

N

a
aaa CrCrrr

a      

)()(2)(
2/

rrCCr
N

a
aa

  


     

)()()( rrPr       (ec. II.33). 

En la ecuación II .33, se introduce la denominada matriz de densidad (Pµ).  

Para la gran mayoría de las aplicaciones en química, resulta de utilidad obtener una 

medida de la carga sobre cada átomo del sistema. Si bien no existe una única manera de 

definir la cantidad de electrones “asociados” a cada átomo, una manera de tener una 

representación de la distribución de carga sobre el sistema consiste en lo que se denomina 

análisis poblacional de Mülliken. Considerando la definición de la matriz de densidad P y 
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de la matriz de solapamiento S, puede verse que el número total de electrones N 

corresponde a: 

trPSPSSPN  
    )(   (ec. II.34). 

Puede interpretarse entonces )(PS como la cantidad de electrones asociada al orbital .. 

Si los orbitales utilizados están centrados en los átomos, la cantidad de electrones 

asociados a cada átomo corresponderá a la suma de los electrones asociados a los 

orbitales de cada átomo. La carga neta sobre cada átomo se calcula como: 


A

AA PSZq
 )(    (ec. II.35), 

donde ZA corresponde a la carga nuclear del átomo A y el índice indica la suma sobre 

todos los orbitales centrados en el átomo A.  

Por último, la calidad de los resultados del método HF dependerá fuertemente de la 

calidad de la base usada para expandir los orbitales. Sin embargo, por más que se agrande 

infinitamente la base, en el método de HF hay aparejado un error intrínseco del método. 

El mismo se origina en el tratamiento de la repulsión electrón-electrón, el cual se realiza 

en forma promediada, a partir de un potencial de campo medio, sin tener en cuenta las 

repulsiones instantáneas. Este error asociado recibe el nombre de energía de correlación y 

se define como la diferencia entre la energía no relativista exacta, dentro de la 

aproximación de Bohr-Oppenheimer (oE ) y la energía límite de HF, correspondiente a la 

energía calculada con una base completa: 

 (ec. II.36). lim
HFocorr EEE 
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Existe una gran cantidad de métodos que permiten obtener resultados que estiman la 

energía de correlación. Entre ellos pueden mencionarse el método de interacción de 

configuraciones, los métodos basados en la teoría de perturbaciones de Moller-Plesset y 

la Teoría del funcional de la densidad (DFT).[2] En la próxima sección desarrollaremos 

esta última, dado que es la teoría de elección en los cálculos realizados en este trabajo.  

II.1.2.2 Teoría del funcional de la densidad 

La teoría del funcional de la densidad, a diferencia de las teorías anteriores, en vez 

de intentar encontrar la función de onda que minimiza la energía del sistema, basa su 

formulación en la búsqueda de la densidad electrónica. Esta teoría resulta más atractiva 

en este sentido, dado que la función de onda carece de un significado físico directo, 

mientras que la densidad electrónica sí lo tiene. Otra gran ventaja de la dependencia con 

la densidad electrónica, frente a la dependencia con la función de onda, es que mientras 

esta última es función de las coordenadas espaciales y de espín de todos los electrones, la 

primera depende solamente de tres coordenadas espaciales x, y, z. 

En 1964, Pierre Hohenberg y Walter Kohn demostraron que para moléculas con un 

estado fundamental no degenerado, la energía molecular del estado fundamental, la 

función de onda y todas las demás propiedad electrónicas, están determinadas 

unívocamente por la densidad de probabilidad electrónica del estado fundamental 

),,( zyxo .[3] Puede verse también que el potencial externo )( ir , es decir el potencial 

actuante sobre el electrón i  producido por las cargas de los núcleos, queda determinado 

por la densidad electrónica o . Se dice entonces que la energía del estado fundamental 
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oE es un funcional de o y se escribe  ooE  . El funcional energía puede escribirse de la 

siguiente manera: 

        eeNe VVTE     (ec. II.37), 

donde T  representa la energía cinética de los electrones, NeV la interacción entre los 

núcleos y los electrones, y eeV  la interacción entre electrones.  

En segundo lugar, los mismos autores demostraron el teorema que se conoce como 

teorema variacional de Hohenberg-Kohn. El mismo es análogo al teorema variacional 

mencionado anteriormente, y establece que para toda función densidad de prueba )(rpr
que satisface nrpr  )(  y rpr  0 , opr EE )( . Es decir, o minimiza el funcional 

energía, al igual que la función de onda del estado fundamental minimiza la energía del 

sistema.  

La teoría del funcional de la densidad carecía de sentido práctico hasta que Kohn y 

Sham desarrollaron un método que permite calcular la energía del estado fundamental y 

la densidad electrónica.[4] El desarrollo de Kohn y Sham se basó en la idea de considerar 

un sistema ficticio de n electrones no interactuantes, todos ellos experimentando un 

potencial externo )( is r tal que la densidad electrónica del sistema no interactuante )(rs
es igual a la densidad del estado fundamental del sistema real )(ro . Entonces, el 

Hamiltoniano del sistema de electrones no interactuantes puede escribirse como: 

  



  n

i

N

i

KS
iisis hrH

1 1

2 ˆ)(
2

1ˆ     (ec. II.38), 
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donde KS
iĥ es el hamiltoniano de un electrón de Kohn-Sham. La función de onda del 

hamiltoniano de electrones no interactuantes puede calcularse como un determinante de 

Slater de las autofunciones de KS
iĥ , es decir los espín-orbitales KS

i  tal que: 

KS
ii

KS
i

KS
ih  ˆ   (ec. II.39). 

Kohn y Sham definieron entonces: 

      sTTT     (ec. II.40), 

    21
12

21 )()(

2

1
drdr

r

rr
VV eeee     (ec. II.41), 

donde T y eeV corresponden a la diferencia en la energía cinética y en la parte no 

clásica (expresada en el segundo término de la expresión II.41) entre el sistema real y el 

sistema no interactuante. La suma de ambos términos define un nuevo funcional, llamado 

funcional de intercabio y correlación (xcE ), es decir: 

      VTExc    (ec. II.42). 

Luego, la ecuación II.36 puede reescribirse de la siguiente manera: 

        xcnes Edrdr
r

rr
VTE   21

12

21 )()(

2

1
  (ec. II.43), 

donde: 

  KS
i

ii
i

KS
isT   2

2

1
   (ec. II.44), 

y 

   drrrVNe )()(    (ec. II.45). 
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La energía de intercambio y correlación contiene entonces las siguientes 

contribuciones: la energía cinética de correlación (T ), la energía de intercambio 

(asociada al requerimiento de antisimetría), la energía de correlación Coulómbica, 

asociada a las repulsiones interelectrónicas, y por último una corrección de 

autointeracción clásica (self-interaction correction SIC). Esta última contribución se 

origina en el hecho de que en el segundo término de la ecuación II.41, la cual permite la 

interacción de un electrón con su propia densidad de carga. 

Para encontrar la densidad electrónica que minimiza la energía debe calcularse la 

siguiente derivada funcional e igualar a cero: 
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   (ec. II.46). 

El procedimiento es análogo al procedimiento para obtener las ecuaciones de HF, en este 

caso las ecuaciones resultantes se conocen como las ecuaciones de Kohn y Sham: 
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En la expresión II.46, la expresión entre corchetes constituye el operador KSĥ y el término 

xc corresponde al potencial de intercambio y correlación, es decir la derivada funcional 

de xcE . Los orbitales de Kohn y Sham se expresan como una combinación lineal en un 

conjunto de funciones de base   , lo cual, en forma similar a lo explicado en II.30 y 

II .31, permite escribir el problema en forma matricial de la siguiente manera: 

hKSC = SC   (ec. II.48), 
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donde hKS constituye la matriz formada por los elementos de matriz   KSKS hh ˆ  y 

C  es la matriz de coeficientes de los orbitales de KS en la base elegida. Los elementos de 

hKS dependen de la densidad y por lo tanto de C, por lo que la resolución de esta ecuación 

debe realizarse en forma iterativa. Para ello se parte de un conjunto preliminar de 

coeficientes que permiten calcular la densidad, con esa densidad se construye hKS y luego 

se resuelve la ecuación II.47 hasta encontrar una matriz C autoconsistente. 

 La enorme trascendencia que ha tenido esta teoría en la química, ha dado lugar al 

otorgamiento del premio Nobel de Química en 1998 a Walter Kohn, compartido con John 

Pople. 

Funcionales de Intercambio y Correlación.  

La calidad de los cálculos de DFT responde como puede esperarse a la calidad del 

funcional utilizado para modelar la energía de intercambio y correlación. El primer 

funcional de intercambio y correlación fue propuesto por Hohenberg y Kohn.[3] El 

mismo se expresa de la siguiente manera: 

     drrE xcxc     (ec. II.49), 

donde   xc corresponde a la energía de intercambio y correlación por electrón en un 

gas homogéneo de electrones con densidad  . La energía de intercambio se calcula 

como: 

  3/1
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y la energía de correlación puede obtenerse a través de una función derivada por Vosko, 

Wilk y Nusair.[5] Este funcional se denomina aproximación de densidad local (LDA), o 

LSDA en la implementación para sistemas de capa abierta. 

Los modelos LDA y LSDA están basados en un gas uniforme de electrones, por lo 

que resulta una buena aproximación en sistemas donde la densidad electrónica cambia 

lentamente. Sin embargo, esto es difícil que ocurra en un sistema químico real. Para 

incorporar las variaciones de la densidad electrónica con la posición, se desarrollaron los 

funcionales corregidos por gradiente (denominados por sus siglas en inglés GGA: 

Generalizad Gradient Aproximation). En estos funcionales se incorpora el )(r  en la 

expresión del funcional de intercambio y correlación. Como ejemplo puede mencionarse 

el funcional de intercambio y correlación de Perdew-Burke-Ernzerhof (PBE).[6] Al igual 

que en LDA, estos funcionales pueden dividirse generalmente en un término de 

intercambio y uno de correlación. Ejemplos de funcionales de intercambio son el 

funcional desarrollado por Perdew y Wang (PW86),[7] y el funcional de Becke (B),[8] 

que contiene parámetros empíricos. Como ejemplos de funcionales de correlación pueden 

mencionarse el funcional de Lee-Yang-Parr (LYP),[9] y el de Perdew y Wang 

(PW91).[10] Debido a que el método de HF permite obtener el intercambio exacto, se 

desarrollaron funcionales llamados funcionales híbridos, que incluyen una porción del 

intercambio de HF con funcionales de intercambio y correlación de GGA. Como ejemplo 

podemos mencionar el funcional B3LYP y el funcional B3PW91.[11] 

La utilización de la teoría del funcional de la densidad con funcionales GGA 

permite obtener generalmente buenos resultados para geometrías y otras propiedades 

moleculares, energías de enlace, frecuencias de vibración, etc. Sin embargo, existen 
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limitaciones en DFT que deben considerarse. En primer lugar, DFT es una teoría del 

estado fundamental, por lo que no puede aplicarse para obtener estados excitados. En 

segundo lugar, debido a la inclusión de un funcional de intercambio y correlación 

aproximado, la teoría deja de ser variacional. DFT es actualmente la teoría de elección 

por los químicos computacionales cuando se desean realizar cálculos de estructura 

electrónica, dado que es la teoría que ofrece la mejor relación entre la calidad de sus 

resultados y el costo computacional requerido.  

II.1.3 Métodos basados en la Mecánica Clásica 

Muchos sistemas de interés en química y biología requieren del estudio molecular 

de sistemas de gran cantidad de átomos, como por ejemplo las proteínas. Para este tipo de 

sistemas resulta, aún con el poder computacional existente hoy en día, prácticamente 

imposible su tratamiento completo con mecánica cuántica. Es por esto que en gran 

cantidad de problemas en los que no se requiere un detalle de la distribución electrónica, 

se utilizan métodos basados en la mecánica clásica, lo que se denomina mecánica 

molecular. En estos métodos se ignora el movimiento de los electrones, y se calcula la 

energía exclusivamente en función de las posiciones de los núcleos. Sin embargo, la 

mecánica cuántica se utiliza para el desarrollo de los distintos parámetros requeridos para 

el cálculo, que se explicarán en la próxima sección.  

II.1.3.1 Campos de fuerza clásicos 

En los métodos de mecánica molecular, la energía potencial viene dada por lo que 

se denomina campo de fuerza, que no es más que una expresión de la energía potencial 

dependiente de las coordenadas de los núcleos y una serie de parámetros.[12] La 
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expresión del campo de fuerza AMBER[13] −el cual fue utilizado para los cálculos 

realizados en este trabajo− contiene dos clases de contribuciones, las contribuciones de 

unión y las de no unión. Las de unión, se computan para átomos formando un enlace o 

como máximo a 2 átomos de distancia, e incluyen penalidades para las desviaciones 

respecto de su valor de equilibrio de distancias de enlace, ángulos y ángulos diedros. 

Mientras que las dos primeras se representan a través de un potencial armónico centrado 

en la distancia de equilibrio, los ángulos diedros o torsiones están descriptos con una 

función periódica. Las contribuciones de no unión, se computan entre átomos que están 

en diferentes moléculas o a más de 3 enlaces de distancia, y se dividen en interacciones 

electrostáticas basadas en la ley de Coulomb, por un lado, y un potencial de Lennard-

Jones, que describe en forma aproximada las interacciones dispersivas y la repulsión 

originada por el principio de exclusión de Pauli a distancias muy cortas. La expresión de 

la energía potencial resulta: 
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51).[14] 

Analicemos en detalle cada una de las contribuciones al campo de fuerza. El primer 

término refiere a la contribución de estiramiento de los enlaces, el cual se describe a 

través de un potencial armónico. En éste, ibk , corresponde a la constante de fuerza 

asociada a la unión i y r io a la distancia de equilibrio de la misma unión. Si bien una mejor 

descripción de un enlace químico se obtendría con un potencial como por ejemplo el 
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sugerido por Morse,[15] este contiene un parámetro adicional y no es tan comúnmente 

utilizado en  cálculos MM. Sin embargo, debe recurrirse necesariamente a un potencial 

de estas características si se desea modelar la formación o ruptura de un enlace, aunque 

seguirá siendo de forma aproximada. Por otra parte, el potencial armónico resulta una 

buena y sencilla aproximación al potencial real en la zona cercana al mínimo. El segundo 

término corresponde a las contribuciones dadas por las flexiones angulares. Estas también 

se representan con un potencial armónico de constante ik ,  y valor de equilibro i . 

Normalmente, la energía requerida para modificar un ángulo es menor a la requerida para 

variar la distancia entre dos átomos, por lo que los valores de ik , suelen ser menores que 

los de las constantes ibk , . El término asociado a las torsiones o ángulos diedros presenta 

tres parámetros: Vn corresponde a la barrera energética asociada a la rotación entre dos 

mínimos sucesivos, n representa la multiplicidad del potencial, es decir indica el número 

de mínimos encontrados entre 0 y 360º, y por último  , que corresponde a la fase de la 

función sinusoidal.  El último término de la ecuación (II.51) contiene las contribuciones 

de no unión, y depende de la distancia entre pares de átomos, r ij. La primera parte, 

corresponde al potencial de Van der Waals, y contiene los parámetrosij  , asociado a la 

profundidad del pozo de energía, y ij , correspondiente a la distancia entre los átomos 

correspondiente al mínimo de energía. La parte electrostática contiene como parámetros 

las cargas sobre los átomos. En el campo de fuerzas de AMBER, la distribución de cargas 

es representada a través de cargas puntuales qi ubicadas en las coordenadas de cada 

átomo. Estas cargas se obtienen de manera de reproducir el potencial electrostático de la 

molécula, calculado a partir de cálculos cuánticos.    
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Para disminuir el costo computacional asociado a los términos de no unión, se 

utiliza un radio de corte, tal que para los átomos que se encuentran a una distancia mayor 

que este radio de corte estas interacciones no se computan. En el caso de las interacciones 

de Lennard-Jones, al ser de corto alcance, esto no genera un problema siempre que el 

radio de corte sea lo suficientemente grande. En el caso de las interacciones coulómbicas, 

de mayor alcance, cuando se utilizan condiciones periódicas en la simulación se usa una 

metodología denominada sumas de Ewald,[12] un método originalmente desarrollado 

para el estudio de cristales iónicos, en su implementación denominada Particle Mesh 

Ewald. Esta metodología se utiliza para calcular las interacciones electrostáticas totales 

entre los átomos presentes en una celda unidad, de forma muy eficiente. La energía 

electrostática se calcula en dos partes: una primera parte, en la cual a las interacciones 

electrostáticas asociadas a las cargas puntuales se les agrega una distribución de carga 

Gausiana, que neutraliza cada carga. Esta parte se calcula en el espacio real y a diferencia 

de la suma directa de las interacciones electrostáticas, la expresión resultante converge en 

forma mucho más rápida. Las correcciones necesarias debido a la incorporación de las 

densidades “neutralizantes”, se calculan en el espacio recíproco. Las sumas asociadas a 

los cálculos en el espacio recíproco también presentan una rápida convergencia. De esta 

manera se logra tener en cuenta las interacciones electrostáticas de largo alcance más allá 

del radio de corte de las interacciones de no unión, en forma altamente eficiente.[12]  

Es importante observar que la mera expresión de la energía potencial no es 

suficiente para definir un campo de fuerza. El campo de fuerzas es constituido además 

por la gran cantidad de parámetros asociados a cada uno de los sumandos en la energía 

potencial. Para el caso de simulación de proteínas, el campo de fuerza de AMBER 
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contiene los parámetros asociados a los aminoácidos naturales presentes en la mayoría de 

las proteínas, en sus distintos estados de oxidación o protonación, cuando corresponda. 

En este contexto, puede hablarse de la transferibilidad del campo de fuerza. Es decir, el 

hecho de que el mismo conjunto de parámetros puede utilizarse para moléculas asociadas. 

Por ejemplo, los parámetros para un residuo de arginina serán los mismos en todas las 

proteínas estudiadas, y no será necesaria su parametrización en cada proteína que se 

desee estudiar. En el campo de fuerza de AMBER, los átomos dentro de cada residuo 

reciben un nombre de átomo y un tipo de átomo. Los tipos de átomo permiten que no sea 

necesario incluir parámetros para cada átomo incluido en cada uno de los aminoácidos. 

Distintas especies pueden poseer el mismo tipo de átomo, y los parámetros asociados a 

las uniones, los ángulos y los diedros se dan por tipo de átomo, en lugar de para cada 

átomo en particular. Si bien en el campo de fuerza se incluyen parámetros para todos los 

aminoácidos naturales y otras moléculas comúnmente encontradas en los sistemas 

proteicos, para incluir grupos prostéticos como el grupo hemo, o modificaciones post-

traduccionales de aminoácidos como el ácido sulfénico por ejemplo, será necesario 

obtener los parámetros necesarios para realizar el cálculo. 

Finalmente, cabe realizar un comentario especial referido a la forma de 

representación de las moléculas de agua en el campo de fuerza. La manera de describir 

las moléculas de agua representa un factor importante en el cálculo, dada la gran cantidad 

de moléculas de agua normalmente presentes en el sistema. En los cálculos realizados en 

este trabajo, se utilizó un modelo de agua simple denominado TIP3P.[16] En los modelos 

de agua simples, cada molécula de agua se mantiene en una geometría rígida, y la 

interacción entre moléculas de agua se describe a través de interacciones Coulómbicas y 
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de Lennard-Jones.  En el modelo TIP3P se ubican tres cargas puntuales, una sobre cada 

átomo de la molécula. La carga negativa ubicada en el átomo de oxígeno es compensada 

por las cargas positivas en los átomos de hidrógeno. La distancia entre el oxígeno y los 

átomos de hidrógeno, así como el ángulo H-O-H se mantienen fijos. Otros modelos de 

agua simples usualmente utilizados son por ejemplo el modelo SPC[17] o su 

actualización SPC/E,[18] y el modelo TIP4P,[19] que utiliza cuatro puntos en vez de tres 

para describir la distribución de cargas. Los valores de los parámetros asociados a los 

modelos de agua simples se desarrollan de forma de reproducir las propiedades del agua 

medidas experimentalmente como la densidad, la función de distribución radial, y otras 

propiedades fisicoquímicas. Cómo se trata de modelos sencillos, existen gran cantidad de 

propiedades que no pueden ser descriptas. Existen modelos más avanzados, como así 

también más costosos, que incluyen efectos de polarización, lo que resulta de importancia 

en sistemas donde se espera que el solvente experimente un efecto de polarización 

significativo por parte del resto del sistema.   

II.1.4 Métodos Híbridos cuántico-clásicos (QM/MM) 

En las secciones anteriores desarrollamos las bases de los métodos basados en la 

mecánica cuántica y en la mecánica clásica. Los métodos basados en la mecánica 

cuántica presentan información de la distribución electrónica del sistema y son 

imprescindibles cuando se desea estudiar procesos reactivos, pero traen aparejado un gran 

costo computacional. Por otro lado, los métodos llamados de mecánica molecular 

presentan un costo computacional extremadamente menor, y permiten estudiar 

fenómenos estructurales asociados a moléculas de gran cantidad de átomos. Resulta 

entonces natural pensar que pueden combinarse ambas metodologías para el estudio de 



65 

un sistema en el que interese una descripción de la densidad electrónica de una cierta 

región, que se debe describir con mecánica cuántica, y el resto del sistema puede tratarse 

con mecánica clásica. Este tipo de enfoques híbridos en los que se combinan 

descripciones a distintos niveles, se denominan en forma general de multiescala. Un 

ejemplo de aplicación de este tipo de metodologías es el estudio de reacciones 

enzimáticas.[20-24] En ellas, el sitio activo donde ocurre la reacción debe tratarse 

necesariamente con mecánica cuántica, pero el resto de la enzima puede tratarse 

clásicamente. Esto constituye un avance significativo respecto de la utilización de 

sistemas modelo para tratar este tipo de problemáticas, en los que solo se incluía el sitio 

activo y algunos grupos pequeños relevantes. En las metodologías híbridas se considera 

el efecto de toda la proteína, en la mayoría de los casos crucial en el desarrollo del 

fenómeno reactivo. Cabe destacarse que este tipo de metodologías han tenido una enorme 

trascendencia, que se ha visto reflejada en el otorgamiento del premio Nobel de Química 

a Arieh Warshel, Michael Levitt y Martin Karplus en 2013. 

Para aplicar una metodología QM/MM, en primer lugar es necesario definir el 

sector del sistema que se tratará con mecánica cuántica, que llamaremos subsistema QM. 

El resto del sistema (subsistema MM) se tratará con mecánica clásica. Para la elección, 

debe tenerse en cuenta que cuanto mayor sea el subsistema QM, mayor calidad tendrá el 

cálculo, pero también su costo se incrementará significativamente. En el caso de que la 

simulación a realizar consista en el estudio de una molécula inmersa en un solvente, 

resulta natural elegir como subsistema QM a la molécula a estudiar y tratar a solvente con 

MM. En el caso del estudio de una reacción enzimática, la elección es más compleja. 

Resulta imprescindible incluir en el subsistema QM todos los átomos que incluyan 
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enlaces que puedan romperse o formarse durante el proceso de interés. Sin embargo, para 

obtener una buena representación del problema de estudio, normalmente se requiere 

incluir una mayor cantidad de átomos que simplemente los involucrados en la reacción 

propiamente dicha.  

Dentro de los métodos QM/MM, pueden distinguirse dos clases de metodologías: 

los esquemas aditivos y los esquemas sustractivos.[25,26] La metodología utilizada en 

este trabajo corresponde a un esquema aditivo, por lo que nos concentraremos en este 

tipo de esquemas. En los métodos QM/MM aditivos, el Hamiltoniano consiste en la suma 

de la contribución del subsistema QM (QMH ), el subsistema MM ( MMH ) y un término de 

acoplamiento QM/MM ( MMQMH  ): 

MMQMMMQM HHHH    (ec. II.52). 

Para el cálculo de la energía QME (asociada al QMH ), debe seleccionarse un método 

cuántico. Los cálculos presentados en este trabajo están realizados a nivel de la teoría del 

funcional de la densidad. En el Hamiltoniano cuántico no sólo se tienen en cuenta las 

cargas de los núcleos cuánticos, sino que se realiza el cálculo teniendo en cuenta además 

el potencial electrostático generado por las cargas clásicas. La energía MME se calcula a 

través del uso de un campo de fuerza. En el caso de este trabajo, el campo de fuerza 

utilizado fue el campo de fuerza AMBER.[14]  

El término clave en el cálculo QM/MM es el término de interacción MMQMH  . La 

forma en que se define éste, da cuenta del método QM/MM particular. En forma general, 

podemos decir que incluye las interacciones electrostáticas, de van der Waals y de unión 

de los átomos en la frontera, entre los átomos QM y los MM. En el método utilizado en 
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los cálculos realizados en este trabajo, el término de acoplamiento QM/MM consiste en el 

descripto en la expresión II.53 para un sistema de A átomos MM y B átomos QM: 
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 (ec. II.53). 

En la ecuación II.53, i corresponde a las posiciones de los núcleos MM, Rj a las 

coordenadas de los núcleos QM. El primer sumando da cuenta de la interacción 

electrostática entre la densidad electrónica del subsistema cuántico y las cargas sobre los 

átomos MM (qi).  El segundo término describe la interacción electrostática entre los 

núcleos QM, de carga  Zj , y los átomos MM. El tercer término describe las interacciones 

de van der Waals y repulsivas a corto alcance, en la misma forma que lo realiza en campo 

de fuerza clásico, descripto en la sección anterior. Este último término implica que sea 

requerido obtener los parámetros asociados al potencial de Lennard-Jones ( y ) para los 

átomos del subsistema QM, los que normalmente son obtenidos del campo de fuerza 

utilizado para representar el subsistema MM. 

En la mayoría de los casos en que se desea aplicar una metodología QM/MM, se 

encuentra el problema adicional de que la frontera entre el subsistema QM y el MM 

involucra un enlace covalente. Es decir, dos átomos que están unidos covalentemente se 

encuentran localizados uno en el subsistema QM (AQM) y otro en el MM (AMM). Para el 

tratamiento de este problema en los cálculos QM/MM realizados en este trabajo se utilizó 

el método SPLAM (Scaled Position Link Atom Method).[27] En este método, un átomo 

llamado átomo Link, usualmente un átomo de Hidrógeno (HLink), se ubica en el enlace por 

el que atraviesa la frontera. De esta manera, el HLink completa la valencia del átomo 
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cuántico ubicado en la frontera. La posición del HLink está forzada a mantenerse en el 

enlace AQM-AMM. Para ello,  la fuerza sobre el HLink se descompone en una componente 

perpendicular y otra paralela al enlace AQM-AMM. La componente perpendicular  se 

redistribuye entre los átomos AQM y AMM. Por otra parte, para mantener el enlace AQM-

AMM, los términos de unión, ángulos y diedros involucrados en el enlace son 

contabilizados a través del campo de fuerza clásico. Las interacciones de Lennard-Jones  

que involucran a los átomos AQM, HLink, AMM son anuladas para pares de átomos 

separados por menos de tres enlaces. Por último, para evitar una sobrepolarización de la 

unión AQM-HLink  debido a la corta distancia entre el HLink y el átomo AMM , se anula la 

carga sobre el átomo AMM. Esta metodología fue aplicada en diversos trabajos anteriores 

que incluyen sistemas biológicos.[23,25,28,29] 

En esta trabajo de tesis se empleó una implementación QM/MM desarrollada en 

nuestro grupo, basada en DFT con bases Gaussianas acoplada al programa AMBER, 

denominada LIO.[30,31] Esta implementación ha recientemente incorporado la 

posibilidad de ser ejecutada empleando placas de video, lo que la hace especialmente 

eficiente.[32] 

II.1.5 Exploración de  la superficie de energía potencial 

La superficie de energía potencial (SEP), definida en el contexto de la 

aproximación de Born-Oppenheimer, es una función escalar que define el valor de la 

energía potencial del sistema en función de las coordenadas de los núcleos, es decir, en 

un sistema de N átomos depende de 3N variables, asociadas a las coordenadas cartesianas 

de cada uno de los núcleos. El conocimiento de la superficie de energía potencial permite 
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obtener información cinética y termodinámica de un sistema. Exceptuando sistemas 

extremadamente simples, la SEP resulta compleja y es imposible conocerla en su 

totalidad. En esta sección nos centraremos en distintos métodos desarrollados para 

explorar la SEP de forma eficiente, que permiten concentrar la atención en el sector de la 

SEP que se desea explorar. Si bien existe una gran cantidad de metodologías para realizar 

esta tarea, se desarrollarán solamente las metodologías aplicadas en los cálculos 

realizados en este trabajo. 

II.1.5.1 Optimizaciones de Geometría 

En cualquier problema de interés químico, siempre va a resultar importante 

encontrar los puntos mínimos de la SEP.  En los mínimos de la SEP se encuentran las 

configuraciones o conformaciones estables, por lo tanto las más relevantes para el 

sistema de estudio. Para encontrar los mínimos de la SEP, debe aplicarse un algoritmo de 

minimización. El problema de la minimización puede verse formalmente de la siguiente 

manera: se tiene una función 1 2 3NF(x ,x ,...x ) que corresponde a la SEP, en la cual se quiere 

encontrar un mínimo. En el mínimo, las derivadas primeras respecto de cada una de las 

variables 1 3Nx …x  valen cero, y todas las derivadas segundas son positivas: 

0


ix

F
  ;    0

2

2 


ix

F
       Ni 31  (ec. II.54). 

Debido a la complejidad con la que varía la SEP con las coordenadas cartesianas, se 

utilizan métodos numéricos para obtener los mínimos de la función. Dentro de los 

diferentes métodos, pueden distinguirse los métodos derivativos, que utilizan las 

derivadas de la función a minimizar, y los no derivativos. Dentro de los derivativos, 

existen métodos que utilizan solo la derivada primera, llamados de primer orden, y los 
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que utilizan además las derivadas segundas, llamados de segundo orden. Los métodos 

utilizados en este trabajo corresponden a métodos derivativos de primer orden, en 

particular los métodos llamados Conjugate Gradients y Steepest Descents.[12] La 

inclusión de la derivada primera en la determinación del mínimo de energía resulta de 

mucha utilidad, dado que el gradiente de la SEP, indica la dirección hacia donde se 

encuentra el mínimo, y su valor absoluto otorga la pendiente en el punto. El gradiente de 

la SEP corresponde al opuesto de la fuerza, por lo que siguiendo la dirección de la fuerza 

sobre cada átomo puede gradualmente reducirse la energía del sistema.   

El método Steepest Descents realiza los movimientos en dirección paralela a la 

fuerza neta, realizando pasos de una longitud arbitraria, fijada al inicio del cálculo. En 

caso de que se realice un paso que produzca una reducción de la energía, la longitud del 

paso se incrementa por un factor. En caso de producirse en contrario un incremento de la 

energía, se procede a reducir la longitud del paso.  

El método Conjugate Grandients, por su parte, se diferencia del método de Steepest 

Descents, en que la dirección en la que se realizan el movimiento, corresponde a la 

dirección de la fuerza neta más la dirección anterior multiplicada por un factor. Este 

factor se calcula como el cociente entre el módulo del gradiente del paso actual y el paso 

anterior. De esta manera, no se observa el fenómeno oscilatorio que se observa en el 

método de Steepest Descents en las zonas donde hay mínimos muy angostos.   

Por último, debe tenerse en cuenta que estos métodos intentan siempre ir en la 

dirección de reducción de la energía, por lo que el resultado final dependerá fuertemente 

de la configuración de partida. En otras palabras, a través simplemente de optimizaciones 
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de geometría como las descriptas en esta sección, no se podrán atravesar barreras que 

conecten distintos mínimos, y el mínimo que se obtenga será el más cercano a la 

estructura de partida. Resulta entonces imprescindible la utilización de otras 

metodologías que permitan un muestreo más amplio de la SEP. 

Búsqueda del camino de reacción 

Es de interés en química conocer la termodinámica y la cinética asociada a 

reacciones químicas. Para obtener barreras de activación y moverse por la SEP desde 

reactivos a productos, es necesario desplazarse del mínimo. Esto no puede realizarse con 

los métodos de minimización presentados en la sección anterior, dado que los mismos no 

permiten atravesar barreras de activación.  

En primer lugar, para poder lograr el pasaje entre reactivos y productos, debe 

definirse lo que se denomina una coordenada de reacción. La misma puede consistir en 

una distancia, un ángulo, o puede ser muy compleja e involucrar distintos parámetros 

geométricos del sistema. Una vez elegida la coordenada de reacción, el objetivo es 

entonces obtener la variación de la energía potencial en función de la coordenada de 

reacción, es decir lo que se está calculando es el valor de la SEP a través de una curva 

que está definida por la coordenada de reacción. Si la misma fue bien elegida, esta 

corresponderá al camino de mínima energía que separa los dos mínimos (reactivos y 

productos) y el punto máximo de esta curva corresponderá al estado de transición entre 

los dos mínimos, correspondiente a un punto de ensilladura en la SEP.   

Para realizar este cálculo, se agrega a la energía potencial un término extra, que 

tiene la siguiente forma: 
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2)( oR kV     (ec. II.55). 

La expresión II.55 corresponde a un potencial armónico, de constante k, en donde o  

corresponde al valor deseado de la coordenada de reacción en un momento de la 

simulación, y   corresponde al valor de la coordenada de reacción. En la práctica, el 

valor de o  se va modificando a lo largo del cálculo, lo que provoca que el valor de   se 

vaya modificando. En cada movimiento de o , se realiza una optimización de todo el 

sistema sujeto a la restricción dada por II.55, lo que permite obtener el camino de mínima 

energía. De esta manera se puede obtener el perfil de energía para una reacción química.  

II.1.5.2 Dinámica Molecular 

En los casos en que se desea estudiar un sistema complejo, como en el caso de este 

trabajo en el que se realizan simulaciones de sistemas proteicos, la complejidad de la 

superficie de energía potencial involucra la existencia de gran cantidad de mínimos 

locales. Esto implica que no existe un solo mínimo representativo del sistema, sino que 

existen una serie de conformaciones, que estarán presentes en mayor o menor proporción 

según sus energías relativas.  

Cuando se realiza una medida experimental, todas las conformaciones relevantes 

estarán representadas en el ensamble de moléculas presente en el sistema. Una manera de 

representar el ensamble es a través de la reconstrucción de la evolución temporal de la 

dinámica del sistema, asumiendo que el sistema ha evolucionado un tiempo suficiente 

para que el sistema haya podido explorar las distintas conformaciones disponibles. En 

una simulación de dinámica molecular (DM), se realiza la reconstrucción de la evolución 

temporal de la dinámica de un sistema, a través de la resolución de las ecuaciones de 
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movimiento de Newton, es decir, la trayectoria se obtiene a través de la resolución de las 

ecuaciones diferenciales asociadas a: 

i

xi

m

F

dt

xd
i

2

2

  (ec. II.56), 

donde se describe el movimiento de una partícula de masa im  en la coordenada ix , con 

ixF  la fuerza en la dirección ix . La fuerza sobre cada una de las partículas cambia 

cuando la partícula modifica su posición, y es función del movimiento de todas las otras 

partículas. Esto convierte el problema en no resoluble analíticamente por lo que debe 

recurrirse a métodos numéricos. El método implementado en los programas AMBER y 

LIO se denomina Algoritmo de Verlet,[33] basado en el método de las diferencias finitas. 

En éste, la integración se parte en pequeños pasos, separados por un intervalo de tiempo 

fijo t . Se calcula la fuerza en cada partícula como la suma de las interacciones con el 

resto de las partículas, y de la fuerza puede calcularse la aceleración, y con ella la nueva 

posición de las partículas en el siguiente paso.  Durante el  t , la fuerza es considerada 

constante. En el algoritmo de Verlet, se utilizan las posiciones y aceleraciones al tiempo t 

( )(tr ) y las posiciones al tiempo tt  , ( )( ttr  ), para determinar las nuevas posiciones 

a tt  , según: 

 )(
2

1
)(.)()( 2 tattvttrttr    (ec. II.57), 

 )(
2

1
)(.)()( 2 tattvttrttr   (ec. II.58). 

Sumando las expresiones 2.4.4 y 2.4.5, despreciando los términos de orden superior, se 

obtiene: 

)()()(2)( 2 tatttrtrttr      (ec. II.59). 
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Las velocidades no aparecen explícitamente, pero pueden obtenerse de la siguiente 

manera: 

t

ttrttr
tv 


2

)()(
)(

   (ec. II.60). 

Debe tenerse especial cuidado en la elección del intervalo de tiempo t , 

denominado time step. Cuanto menor sea el time step, mayor será la cantidad de pasos de 

simulación que necesitaremos para realizar una simulación de una dada cantidad de 

tiempo, con lo que incrementaremos el costo computacional. Sin embargo, un intervalo 

de tiempo demasiado grande dará origen a inestabilidades en el algoritmo de integración. 

Por otra parte, debe elegirse un time step que sea menor que las escalas de tiempo 

asociadas a los movimientos que se desean observar y que permita describir el 

movimiento de los átomos en la molécula. En la práctica, se utiliza un intervalo de 

tiempo que sea aproximadamente un décimo del movimiento característico más rápido 

del sistema. En el caso de un sistema de átomos simulado clásicamente, los movimientos 

más rápidos están asociados a las vibraciones de los enlaces, que se encuentran en el 

orden de los fs. Por lo tanto, un intervalo de tiempo de 0.1-0.2 fs resulta apropiado. Las 

vibraciones más rápidas están asociadas a los enlaces en los que uno de los átomos 

involucrados en la unión es un átomo de hidrógeno.  Una estrategia para aumentar el time 

step y así acelerar los cálculos consiste en utilizar el algoritmo SHAKE,[34] que permite 

fijar estas uniones en sus posiciones de equilibrio.  

Normalmente, es deseable realizar las simulaciones de DM a temperatura constante. 

La temperatura está relacionada con la energía cinética (K), de la siguiente manera: 
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  N

i

Bii N
Tkvm

K
1

2

2

3

2
  (ec. II.61), 

donde vi y mi corresponden a la velocidad y la masa de la partícula i y N el número de 

partículas del sistema. Por lo tanto, una manera simple de mantener la temperatura 

constante consiste en escalar las velocidades.  

Uno de los métodos más utilizados para regular la temperatura en una simulación 

de DM es el algoritmo de Berendsen.[35] El mismo consiste en acoplar el sistema a un 

baño externo cuya temperatura se fija en la temperatura deseada, que remueve o entrega 

calor según sea necesario. Supongamos que a un tiempo dado t el sistema posee una 

temperatura T(t). Puede verse de la ecuación II.61, que si las velocidades se escalan por 

un factor , el cambio asociado en la temperatura resulta: 

  )(12 tTT     (II.62). 

En este método, las velocidades se escalan en cada paso, de manera que el cambio en la 

temperatura es proporcional a la diferencia entre la temperatura del sistema y la 

temperatura del baño: 

 )(
1)(

tTT
dt

tdT
baño    (ec. II.63), 

donde  es un parámetro de acoplamiento que determina cuan fuertemente el baño está 

acoplado al sistema. El cambio de temperatura entre dos pasos sucesivos separados por 

un time step t, corresponde a: 

 )(tTT
t

T baño 


   (ec. II.64). 

Con esta expresión, el factor de escalamiento de las velocidades  resulta: 
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


  1
)(

12

tT

Tt baño
    (ec. II.65). 

Cuanto más grande sea este parámetro, más débil será el acoplamiento, por lo que la 

fluctuación en la temperatura será mayor.  Normalmente, la utilización de un factor de 

acoplamiento entre 100 y 1000 veces más grande que el time step elegido otorga buenos 

resultados para los sistemas estudiados en esta Tesis. 

Por otra parte, es también deseable realizar simulaciones de DM en condiciones de 

presión constante.  Para mantener la presión constante, el sistema debe variar el volumen 

de la celda en la que se realiza la simulación. Berendsen propuso entonces un esquema 

similar al planteado para la regulación de la temperatura, por el cual se acopla el sistema 

a un baño equilibrado a una cierta presión. El volumen de la celda se escala entonces en 

un factor , lo que equivale a escalar las coordenadas atómicas en 3/1 . Resulta entonces: 

 baño
P

PP
t  
 1   (ec. II.66), 

donde 
TP

V

V





 1  es la compresibilidad isotérmica, y P  corresponde al factor de 

acoplamiento del baño al sistema. 

Análisis avanzados de las simulaciones de dinámica molecular 

Luego de realizar una simulación de DM, el resultado principal que se obtiene es la 

trayectoria de cada uno de los átomos que conforman el sistema a lo largo del tiempo 

simulado, el cual típicamente no excede los 100 ns en simulaciones clásicas. La 

visualización de la misma a través de algún programa de visualización molecular aporta 

gran cantidad de información sobre el sistema. Con ella se pueden analizar la evolución 
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de parámetros geométricos claves, como distancias, ángulos, diedros, etc.; interacciones 

de puente hidrógeno e hidrofóbicas. Por otro lado, en el caso de una macromolécula, 

puede observarse la dinámica de la estructura terciaria, aunque los movimientos globales 

asociados a ella muchas veces requieren un largo tiempo de simulación para ser 

observados. El programa de visualización utilizado durante este trabajo fue el programa 

Visual Molecular Dynamics (VMD),[36] el cual presenta una gran cantidad de 

herramientas muy útiles para el análisis de una simulación de DM. 

Un parámetro que permite estudiar la estabilidad de la estructura a lo largo de la 

simulación es la raíz cuadrada de desviación cuadrática media (RMSD) de la estructura a 

lo largo de la simulación, respecto a una estructura de referencia, la cual se calcula de la 

siguiente manera: 

 N

i
iN

RMSD
1

21     (ec. II.67), 

donde N corresponde al número de átomos en el sistema, y i a la distancia entre las 

posiciones del átomo i en dos estructuras distintas, una de ellas la estructura será la 

estructura de referencia. Realizando este cálculo para cada una de las “fotos” de la 

simulación, se obtiene el RMSD en función del tiempo. La estructura de referencia puede 

ser la estructura cristalográfica, por ejemplo, o la estructura promedio, lo que otorga una 

noción de la magnitud de las fluctuaciones del sistema a lo largo de la dinámica.  

En sistemas complejos como los sistemas proteicos, resulta comúnmente difícil con 

la simple observación de la trayectoria lograr detectar movimientos globales de la 

estructura, como puede ser la variación en la distancia entre dos elementos de estructura 

secundaria o el movimiento de un loop. La determinación de la dinámica esencial 
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(Essential Dynamics),[37] permite determinar los movimientos principales que ocurren 

en el sistema, extrayendo principalmente los movimientos de baja frecuencia, es decir los 

que ocurren globalmente a lo largo de la simulación e involucran normalmente gran 

cantidad de átomos. 

Técnicamente, el cálculo implica la diagonalización de la matriz de covarianza de 

las posiciones, lo que corresponde a una matriz de NN 33  , siendo N la cantidad de 

átomos del sistema. Si definimos X como un vector de dimensión 3N que contiene las 

coordenadas x, y, z, de los N átomos presentes en el sistema, la matriz de covarianza de 

las posiciones en el lugar ij  (Cij) está definida por la siguiente expresión: 

  jjiiij xxxxC     (ec. II.68), 

donde  denota el promedio temporal. Los autovectores de esta matriz representan los 

movimientos esenciales, mientras que los autovalores indican el peso de cada uno de 

ellos en la varianza estructural global. En la mayoría de los casos, se observa que con no 

más de diez modos esenciales, puede obtenerse una representación de más del 60% de la 

varianza estructural observada en la simulación.[37] La animación de la trayectoria en la 

dirección dada por los autovectores de mayor peso, permite observar los movimientos 

globales asociados a los modos obtenidos. 

Normalmente, resulta muy útil para el análisis de los modos esenciales evaluar, la 

proyección de cada uno de ellos sobre la trayectoria global.  Si se grafica la proyección 

de cada uno de los modos en función del tiempo de la simulación,  se puede tener una 

idea aproximada de la cantidad de veces que fue explorado el movimiento asociado al 

modo.  Se observará un comportamiento aproximadamente ondulatorio, donde cada 



79 

“onda” representar un movimiento completo. En especial, para los modos de muy baja 

frecuencia,  puede observarse si el movimiento fue realizado en forma completa al menos 

una vez, indicando que el mismo fue muestreado correctamente.   

Por último, al utilizar la técnica de dinámica esencial, no debe olvidarse que la 

misma es muy sensible a la longitud de la trayectoria obtenida. Por otra parte, los 

movimientos esenciales que se observarán serán exclusivamente los que ocurrieron 

durante la simulación, por lo que movimientos globales que involucren largas escalas de 

tiempo (que excedan el tiempo de simulación) no serán observados con esta técnica.  

II.1.5.3 Cálculos de Energía Libre: dinámica molecular dirigida, 

muestreo sesgado (umbrella sampling) y unión de ligandos 

La realización de cálculos de energía libre y su variación a lo largo de un proceso, 

otorga información esencial de un sistema químico. La energía libre de Gibbs es la 

energía libre calculada en condiciones de número de partículas, temperatura y presión 

constantes (NPT), las cuales son las normalmente utilizadas en las simulaciones de DM, 

además de ser las condiciones experimentales más frecuentes.  

En particular, podemos estar interesados en la forma en que la energía libre cambia 

en función de una coordenada determinada del sistema, pudiendo ser por ejemplo una 

distancia o un ángulo de torsión. Esto significa obtener un perfil de energía libre, es decir 

la variación de energía libre en función de la coordenada elegida. La superficie de energía 

libre recorrida por la coordenada elegida se denomina potencial de fuerza media (PMF).     

Si se desea obtener un perfil de energía libre en el que las barreras de energía libre 

que separan los distintos mínimos son similares a las fluctuaciones térmicas, se espera 
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que el sistema sea capaz de atravesar esas barreras con la energía térmica que posee y 

explorar los distintos mínimos asociados. En este caso, entonces, durante la simulación 

de DM observaremos que los distintos mínimos son poblados en distinta proporción 

asociada a la probabilidad de cada estado dada por la distribución de Boltzman. En este 

caso, la energía libre puede obtenerse en forma directa, a través de la siguiente expresión: 

 )(ln)(  pG     (ec. II.69). 

En la ecuación anterior, TkB1 , donde kB corresponde a la constante de Boltzman y T 

a la temperatura absoluta, G es la energía libre de Gibbs, y  es una coordenada de 

reacción asociada al perfil de energía libre que se desea calcular. 

Si las barreras de energía libre superan a la energía térmica disponible no se podrán 

acceder a los distintos mínimos de energía libre dado que el sistema quedará atrapado en 

el mínimo local asociado a la estructura de partida. Se requerirían tiempos 

extremadamente largos, por ahora inaccesibles computacionalmente, para explorar en 

detalle la superficie de energía libre. Debe considerarse por otra parte, que para obtener la 

energía libre a través de la expresión II.69, es necesario que durante la simulación se 

obtengan gran cantidad de eventos de intercambio en los distintos mínimos, para asegurar 

un correcto muestro del sistema, en especial en las configuraciones que no corresponden 

a los mínimos de energía libre. En caso de grandes barreras de energía, resultará 

imposible la observación de estas transiciones en los tiempos de la DM, por lo que se 

necesitará recurrir a técnicas que fuercen al sistema a atravesar estas barreras. Entre ellas, 

podemos mencionar los métodos de perturbación termodinámica, de integración 

termodinámica, el método Free Energy Perturbation, el método Muestreo Sesgado 

(Umbrella Sampling) y Dinámica Molecular Dirigida (Multiple-Steered Molecular 
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Dynamics).[12] A continuación explicaremos con detalle las dos últimas técnicas, las 

cuales fueron las utilizadas en este trabajo de tesis. 

Muestreo Sesgado (Umbrella Sampling) 

Este método fue desarrollado para resolver el problema de muestreo explicado en la 

sección anterior modificando la función energía potencial, de manera que los estados 

energéticamente desfavorables sean explorados.[12,38] La modificación a la energía 

potencial introducida consiste en la adición de un término adicional: 

2' )()()( okrErE     (ec. II.70), 

donde )(rE corresponde a la función energía potencial sin modificar (dada por el 

hamiltoniano), k es una constante ajustable por el usuario,   corresponde a la coordenada 

elegida y o al valor deseado de esa coordenada. Al agregar este término, configuraciones 

que se encuentren cercanas al valor de o  se verán favorecidas. En la práctica, se realizan 

una serie de simulaciones de DM, utilizando esta modificación de la energía potencial, y 

en cada una de las simulaciones se otorgan distintos valores de o , de forma de recorrer 

la coordenada de reacción. Cada una de las simulaciones otorgará una pequeña porción o 

ventana del perfil de energía libre buscado, y el verdadero PMF se obtiene de restar al 

perfil obtenido la contribución del término armónico agregado. El perfil final será el 

resultado de la superposición de todos los perfiles obtenidos. Para obtener buenos 

resultados, debe tenerse en cuenta en primer lugar que las secciones de PMF obtenidas en 

cada una de las ventanas deben superponerse. Por otra parte debe prestarse especial 

cuidado a la elección de la k asociada a la perturbación armónica, para asegurar una 

correcta exploración de todos los estados asociados a la coordenada de reacción.  
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Dinámica molecular dirigida 

El método de DM dirigida está basado en la igualdad demostrada por Jarzynski en 

1997.[39] De la termodinámica básica, sabemos que en un sistema cerrado conectado a 

un reservorio térmico, el trabajo que se realice o sea entregado por el sistema para 

realizar un proceso que lo lleva de un estado inicial A a un estado final B, es mayor o 

igual al cambio en energía libre del sistema, cumpliéndose la igualdad solamente en el 

caso de que el trabajo sea realizado en forma reversible. Jarzynski demostró que la 

energía libre del proceso AB, puede obtenerse del promedio exponencial realizado 

sobre el ensamble formado por infinitas medidas de trabajo irreversible asociadas a 

caminos que conectan los estados A y B. Es decir: 

 TkGW BBA
/exp)exp(      (ec. II.71), 

donde W, el trabajo para llevar al sistema desde A hasta B, fue tomado del ensamble de 

medidas realizadas desde las condiciones iniciales para el sistema en el estado A, 

generadas en el ensamble canónico a la temperatura T. 

La aplicación de esta ecuación al cálculo de perfiles de energía libre se realiza, al 

igual que en el método de Umbrella Sampling, a través del agregado de un término 

armónico a la energía potencial. Sin embargo, a diferencia de este método, el mínimo de 

este potencial se mueve a lo largo de la simulación, según: 

 2' )()()( tvkrErE o     (ec. II.72), 

donde v corresponde a la velocidad a la que se mueve la coordenada asociada al perfil 

que desea calcularse. En la práctica, deben realizarse en primer lugar simulaciones de 

DM de cada uno de los estados que se desean conectar a través del perfil de energía libre. 
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Luego de asegurarse que se ha realizado una exploración eficiente de cada uno de los 

estados (que serán los estados inicial y final del perfil de energía a obtener), se obtienen 

las estructuras iniciales para el cálculo. Se realizan entonces un número de simulaciones 

partiendo del estado inicial al final, y del estado final al inicial. Debe seleccionarse con 

cuidado la velocidad v, dado que la trayectoria debe realizarse en forma suave, pero una 

velocidad extremadamente lenta incrementa significativamente el costo computacional 

del cálculo. Se registra en cada una de ellas el trabajo en función de la coordenada, y al 

finalizar se realiza el promedio exponencial para obtener la energía libre. Dado que la 

ecuación de Jarzynski es válida solamente si se realiza un número infinito de 

simulaciones y que esto es impracticable, debe realizarse una cantidad suficiente de 

simulaciones en las que pueda considerarse que se ha logrado la convergencia del sistema, 

es decir, que la realización de nuevas simulaciones no modifica significativamente el 

resultado del perfil final. El método se encuentra implementado en el programa 

AMBER,[40] utilizado para realizar los cálculos de DM clásica y perfiles de energía libre 

presentados en este trabajo. 

Energía libre de unión de ligandos 

En muchos casos resulta necesario obtener una estimación del cambio en energía 

libre asociado a la unión de un ligando en una proteína, por ejemplo, cuando se desea 

comparar la afinidad por distintos sustratos o inhibidores de una enzima. Existe un 

módulo implementado en el paquete de programas de Amber denominado MM_GBSA 

(Molecular Mechanics generalized Born Solvent Accesible Surface Area).  Este módulo 

se utiliza luego de una simulación de DM, de la cual se colectan un número (alto) de 

estructuras o snapshots del sistema. Este método combina el cálculo de energía potencial 
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dado por el campo de fuerzas de Amber con un método de solvente continuo Born 

generalizado (GB).  Por otro lado, la contribución a la solvatación no electrostática se 

trata con el método SASA (Solvent Accesible Surface Area) por el cual la energía libre de 

solvatación no electrostática depende linealmente de la superficie accesible al 

solvente.[12] Para el cálculo de la energía libre de unión se utiliza una trayectoria de DM 

del complejo proteína-ligando. Los resultados de estos cálculos si bien en forma aislada 

cuantitativamente pueden resultar en valores no consistentes con los valores 

experimentales, permiten obtener tendencias comparativas muy útiles en el estudio de las 

interacciones proteína-ligando. 

II.2  Métodos Experimentales 

En el desarrollo de este trabajo, se abordó el estudio cinético de varias reacciones 

de oxidación de distintos tioles por hidroperóxidos. Esto significó el seguimiento de 

cursos temporales de alguna propiedad espectroscópica (absorbancia, fluorescencia) 

durante la reacción en cuestión.  

Aunque también se realizaron estudios de equilibrio, utilizando técnicas de 

fluorescencia (ver Capítulo V), o probando herramientas como el dicroísmo circular o 

calorimetría de titulación isotérmica (datos no mostrados), estos no fueron el centro de 

este trabajo, por lo que en las próximas secciones se introducirán los fundamentos básicos 

de las herramientas cinéticas utilizadas.      

II.2.1 Cinética rápida a flujo detenido 

Las reacciones estudiadas experimentalmente en el transcurso de esta tesis, tienen 

tiempos de vida media menores a los segundos, por lo que fue necesario para todas las 
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determinaciones de cursos temporales de dichas reacciones, el uso de un aparato de flujo 

detenidob. La técnica de flujo detenido puede ser utilizada en estudios cinéticos de 

reacciones químicas que ocurren rápidamente a diferencia de otras técnicas cinéticas de 

mayor tiempo de análisis.[41] En las medidas convencionales de la velocidad de una 

reacción, existe un intervalo de tiempo (“tiempo muerto”) entre el instante en que se 

produce la mezcla de los reactivos y el instante en el que puede realizarse la primera 

medida de algún parámetro físico o químico que cambie con el avance de la reacción. 

Adicionalmente, la propia medida requiere tiempo adicional.  

Para reacciones con vidas medias del orden de varios minutos o mayores, los 

tiempos muertos y los tiempos de medida no introducen errores importantes. Sin embargo, 

para reacciones con tiempos de vida media comprendidos en el rango de los milisegundos 

a los segundos, los cambios de concentración en el transcurso de la reacción ocurren tan 

rápidamente que obligan a la utilización de métodos que minimicen los tiempos antes 

mencionados. El aspecto crucial de la técnica de flujo detenido es que logra mezclar 

pequeñas cantidades de las soluciones de los reactivos en un tiempo muy breve, 

comparado con el necesario para el mezclado manual.  

A grandes rasgos, los aparatos de flujo detenido consisten, en un dispositivo que 

mezcla dos soluciones muy rápidamente inyectándolas en una cavidad, la cual está 

ajustada con un émbolo que se mueve hacia atrás a medida que los fluidos entran. El flujo 

cesa cuando el émbolo alcanza un tope y la reacción continúa en las soluciones  

                                                 
b El término “flujo detenido” proviene del inglés “stopped-flow” y en gran parte de la bibliografía en 
castellano puede encontrárselo por su denominación en inglés. 
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mezcladas. Se hacen medidas en función del tiempo, generalmente espectroscópicas, 

sobre esta mezcla. 

La figura II.1 muestra el esquema básico de un equipo de flujo detenido. Las 

soluciones con los reactivos son depositadas inicialmente en jeringas de reservorio (R), 

desde donde pueden llenarse jeringas de vidrio (J), mediante un conjunto de válvulas (V). 

Estas jeringas poseen émbolos accionables simultáneamente por un martillo (A) 

conectado a un circuito neumático con aire comprimido aportado por un compresor (C). 

Ambas soluciones, al ser disparado el mecanismo, son impulsadas hacia una unidad 

mezcladora (M) completándose el mezclado en unos pocos milisegundos. A su vez parte 

de la mezcla queda en la celda de observación (O); que posee ventanas de cuarzo. Al 

mismo tiempo es accionado el émbolo de frenado (D). Todo el sistema de circulación de 

soluciones, excluyendo los reservorios, está termostatizado con agua proveniente de un 

termostato. Generalmente, estos equipos poseen un dispositivo espectrofotométrico 

asociado. El haz de luz, proveniente de una fuente (F) es enviado a un monocromador (B). 

El haz de luz (Lo) cuya longitud de onda se elige de acuerdo con el sistema bajo 

observación, pasa a través de la celda de observación (O). El haz emergente (L) incide en 

un sistema de detección (P), la señal resultante es registrada, y, por último, es digitalizada 

y analizada. 
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Esquema II.1. Esquema de un equipo de flujo detenido. 

En nuestro trabajo, todos los estudios cinéticos se realizaron en el CeInBio, ubicado 

en la Facultad de Medicina de la Universidad de República, Montevideo, Uruguay. Allí 

cuentan con un equipo de flujo detenido Applied Photophysics SX-20MV, con un tiempo 

de mezclado <2 ms. El mismo puede ser acoplado a un espectrofotómetro, el cuál fue 

utilizado para todas las medidas de cinética de las reacciones de tioles de bajo peso 

molecular con peroxinitrito (ver Capítulo III), o bien a un fluorímetro capaz de registrar 

la emisión total de la mezcla, que fue utilizado para seguir el curso temporal de los 

cambios en la fluorescencia intrínseca de la enzima estudiada en este trabajo (Capítulos 

IV y V). 
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II.2.2 Determinación de parámetros termodinámicos de activación a 

partir de medidas cinéticas: modelos de Arrhenius y Eyring 

El incremento de la temperatura conduce al incremento de la velocidad de una 

reacción química, y por ende, a la constante de velocidad de la misma. Svante August 

Arrhenius fue el primero en señalar empíricamente que la variación de la constante de 

velocidad con la temperatura se puede representar por una ecuación análoga a la usada 

para las constantes de equilibrio químico postulada anteriormente por Van’t Hoff,[42] es 

decir: 

2

ln aEk

T RT

    (ec. II.73), 

o en su forma integrada: 

aE

RTk Ae
   (ec. II.74), 

donde k representa la constante de velocidad de la reacción, Ea la energía de activación de 

la misma, A es el factor pre-exponencial de Arrhenius, T la temperatura absoluta y R la 

constante de los gases. De acuerdo con esta teoría, la cinética de las reacciones no 

depende de la energía de los reactivos, sino de la energía que los reactivos deben alcanzar 

para transformarse a productos (Ea). Es decir, en el camino de mínima energía que 

conecta los reactivos con productos (coordenada de reacción), existe un máximo llamado 

“estado de transición” o “complejo activado”, que posee la mínima energía que deben 

adquirir las moléculas para pasar de reactivos a productos. Es así que en cinética química, 

al gráfico de logaritmo natural de la constante de velocidad en función de la inversa de la 

temperatura, se lo conoce como gráfico de Arrhenius. 
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 Posteriormente, Henry Eyring desarrolló otra aproximación a este fenómeno 

basado en la mecánica estadística, conocida como la teoría del estado de transición.[43] 

Esta postula que las moléculas para reaccionar deben formar un complejo activado en 

equilibrio con los reactivos, y este complejo luego se descompone para dar productos. 

Así, una reacción hipotética entre las especies A y B podría esquematizarse como: 

    (ec. II.75). 
 

El complejo activado se supone que posee ciertas características de una mólecula 

ordinaria, y cierta estabilidad temporal. Con estas ideas básicas se demuestra que la 

constante de velocidad k de cualquier reacción, está dada por: 

†RT
k K

Nh
   (ec. II.76), 

donde N es el número de Avogadro y h la constante de Planck. Teniendo en cuenta la 

relación termodinámica entre la constante de equilibrio y la energía libre de la reacción, 

podemos escribir: 

†G

RT
RT

k e
Nh

   (ec. II.77), 

† †S H

R RT
RT

k e e
Nh

     (ec. II.78), 

siendo ∆G‡, ∆H‡, ∆S‡ la energía libre de Gibbs, la entalpía y la entropía de activación, 

respectivamente. La ecuación II.78 es la relación fundamental de esta teoría, permitiendo 

dar interpretaciones de índole termodinámico a procesos de activación. El gráfico de ln k 

versus la inversa de la temperatura es conocido como gráfico de Eyring. 
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III  OXIDACIÓN DE TIOLES DE BAJO PESO 
MOLECULAR POR PERÓXIDOS: LA REACCIÓN NO 

CATALIZADA 

III.1  Introducción 

La enorme relevancia bioquímica de la oxidación de tioles mediada por peróxidos 

fue presentada en la sección I.2.2. Esta primer parte del trabajo de tesis, presenta 

resultados referidos a la reacción tanto de H2O2 como ONOOH con tiolatos de bajo peso 

molecular como metiltiolato (CH3S
- o MeS-) o L-CysS- en solución acuosa. La decisión 

de comenzar la exploración de este proceso reactivo con tioles de bajo peso molecular, 

responde no solamente a la importancia que este mismo pueda tener en el contexto 

biológico per se, donde por ejemplo en muchos organismos el GSH siendo el tiol 

celular más abundante podría experimentar este tipo de oxidaciones, sino para sentar las 

bases de posteriores secciones, donde será necesaria una detallada descripción de la 

reacción no catalizada para descifrar las bases moleculares capaces de explicar la 

aceleración de la reacción en el sitio activo de las Prxs. 

El H2O2 es una de las principales ROS y su exceso puede causar daño a células y 

tejidos. Es un subproducto de la respiración, un producto final de una serie de 

reacciones metabólicas, y un transmisor de señales celulares.[1] Es un oxidante fuerte 

de dos electrones, con un potencial de reducción estándar (E0’) de 1,32 V, por lo tanto 

termodinámicamente es tanto o más oxidante que el ácido hipocloroso o el peroxinitrito 

por ejemplo (E0’ = 1,28 y 1,20 V, respectivamente). Sin embargo, en contraste con las 

dos especies anteriores, H2O2 reacciona lento o no reacciona en absoluto con la mayoría 

de las moléculas biológicas, incluyendo antioxidantes de bajo peso molecular. Esto se 

debe a la alta energía de activación que debe ser superada para liberar su poder 

oxidante, o en otras palabras, las reacciones de H2O2 son controladas cinéticamente en 
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lugar de termodinámicamente. Tiene un pKa de 11,6 por lo que se encuentra en su forma 

protonada a pH fisiológico.  

La mayoría de las moléculas biológicas que carecen de un centro metálico no 

reaccionan directamente con H2O2. Los tioles de bajo peso molecular y en proteínas, 

son de los pocos blancos directos, y salvo importantes excepciones, reaccionan de forma 

relativamente lenta.[2] La reducción de H2O2 por tiolatos en solución acuosa ha sido 

descrita desde hace muchos años como una sustitución nucleófila bimolecular (SN2) en 

el que el tiolato actúa como la especie nucleofílica generando la ruptura del enlace 

peróxido O-O y el desplazamiento de OH- como grupo saliente.[3] Sin embargo, 

estudios teóricos recientes han sugerido que el producto de la reacción sería H2O en 

lugar de OH-,[4-7] planteando una pequeña diferencia con un mecanismo SN2. En este 

contexto, Chu y Trout han investigado la reacción entre dimetiltiol y H2O2 mediante 

cálculos DFT, analizando el efecto del ambiente acuoso incluyendo hasta tres moléculas 

de agua explícita;[5] Cardey y Enescu modelaron la oxidación de CH3S
- y CysS- por 

H2O2,[6,7] incluyendo los efectos del solvente a través de un modelo continuo 

polarizable (PCM). Las especies reactivas son exclusivamente el anión tiolato y el 

hidropéroxido: 

RS- + H2O2 → RSO- + H2O  (reacción III.1), 

por lo que a un determinado pH, la constante de velocidad de segundo orden 

independiente del pH (kindpH) se relaciona genéricamente con la constante aparente (kap) 

de la siguiente forma: 

[ ]

[ ] [ ]
RSH

RSH ROOH

a

ap indpH
a a

K H
k k

K H K H


 

            (ec. III.1). 
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En el caso de que el oxidante sea H2O2, a pH fisiológico la ionización del mismo puede 

despreciarse ya que tiene un pKa de 11,6. En este caso, las constantes de velocidad de la 

reacción están en el orden de ~10 M-1s-1 para los tioles de bajo peso molecular.[2,8] 

Recientemente se ha realizado una revisión de la acidez y reactividad con H2O2 de una 

serie de tioles de bajo peso molecular, corroborando la relación entre la reactividad y el 

pKa del tiol correspondiente (ver Figura III.1).[9] La barrera de energía libre de la 

reacción de la Cys libre con H2O2 se estimó en 15.9 kcal mol-1.[10] 

 

Figura III.1.  Gráficos de Brønsted de la reactividad de distintos tioles de bajo peso molecular 

(■) y tioles proteicos seleccionados (●) con H2O2 (izquierda) y ONOOH (derecha). Para los 

tioles de bajo peso molecular, el mejor ajuste arroja un βnuc=0.3.a Nótese como las peroxidasas 

dependientes de tiol y otras proteínas como la GADPH no correlacionan con la tendencia 

esperada para los tioles. Cabe destacar que los pKas de los amino tioles utilizados son los que 

corresponden a la ionización del tiol en el compuesto con el grupo amino protonado (especie 

que predomina a pH cercano al fisiologico).  Prx2, Prx5, Prx6, AhpC, AhpE, Tsa1 y Tsa2 son 

miembros de distintas subfamilias de Prxs; Gpx5: glutatión peroxidasa (dependiente de tiol); 

GADPH: gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa; CK: creatin kinasa; SA; albúmina sérica. 

Información recopilada de referencias [9,11,12]. 

                                                           
a
 La correlación de Brønsted se refiere a una relación lineal empírica entre la nucleofilicidad (kindpH) y la 

basicidad (pKa) de un determinado compuesto, según la ecuación: log (kindpH) =  βnuc pKa + C, donde C y 
βnuc son parámetros empíricos que dependen de las condiciones de reacción. En la literatura se ha 
utilizado el parámetro βnuc para caracterizar la nucleofília de grupos tioles y predecir propiedades del 
estado de transición de la reacción. 
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Por su parte, el peroxinitrito es una especie biológicamente generada a partir de la 

reacción de recombinación radicalar controlada por difusión entre •NO y O2
•-. Las 

propiedades químicas del peroxinitrito lo convierten en un importante oxidante 

biológico y, a través de esta química, un mediador patogénico central en una variedad 

de enfermedades incluyendo cardiovasculares, degenerativas, y trastornos inflamatorios. 

Reconocer el papel patogénico del peroxinitrito no ha sido una tarea fácil debido a su 

muy corta vida media biológica (~10 ms), lo que se traduce en un estado estacionario de 

baja concentración (niveles nanomolares) lo que dificulta su aislamiento directo y la 

detección in vivo. Una combinación de métodos que incluyen el uso de sondas 

sensibles, modificación de compuestos endógenos, y la utilización de la ingeniería 

farmacológica y genética han ayudado en el descubrimiento de su participación como 

un actor clave en numerosas patologías.[13] 

El peroxinitrito es un metabolito inestable, y como tal, su bioquímica está dictada 

por la cinética de su formación, descomposición y difusión. Aunque la gran mayoría del 

peroxinitrito formado termina como nitrito o nitrato, los radicales formados durante 

algunas de las reacciones son más propensos a dejar un rastro de existencia de 

peroxinitrito como biomoléculas oxidadas y/o nitradas. La cinética de reducción de 

peroxinitrito mediada por tioles de bajo peso molecular como Cys y GSH,[14,15] o 

residuos de proteínas como albúmina[16] y una variedad de Prxs[17,18] ha sido 

estudiada desde que el peroxinitrito se propuso como una especie 

fisiopatológica.[15,19] El ONOOH oxida directamente compuestos con grupos tiol para 

dar ácido sulfénico a través de la reacción: 

RS−  +  ONOOH →  RSOH  + NO2
¯      (reacción III.2). 

La reactividad de este peróxido con tioles de bajo peso molecular es al menos 3 órdenes 

de magnitud mayor (en términos de constantes de segundo orden independientes del 
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pH) que la de H2O2, aunque muestra una similar correlación de Brønsted (ver Figura 

III.1, derecha).[11] Por ejemplo, la constante de velocidad de segundo orden de la 

reducción por Cys, ha sido reportada como 5-6103 M-1s-1 (37ºC), con una energía de 

activación de 9.7 kcal mol-1 (pH 7.5),[14,15] siendo esta reactividad fuertemente 

dependiente del pH como se muestra en la ecuación III.2, ya que el ONOOH tiene un 

pKa de 6.5-6.8.[20-22] 

Por otra parte, el ONOOH decae espontáneamente para dar radical hidroxilo 

(•OH) y dióxido de nitrógeno (•NO2) (k = 0.9 s-1, pH 7.4, 37°C) con un 30% de 

rendimiento,[20] por lo que resulta imprescindible tener en cuenta la ionización del 

peroxinitrito en las distintas determinaciones cinéticas (ver sección III.3.1). 

Adicionalmente, los radicales CO3
•- y •NO2 formados a partir de la reacción de 

peroxinitrito con CO2 (muy abundante en sistemas biológicos), son capaces de oxidar a 

los tioles a radical tiilo. 

III.2  La reacción con peróxido de hidrógeno 

III.2.1   Métodos computacionales 

Exploración inicial de la SEP en vacío y solvente implícito 

Con el fin de obtener estructuras de partida para el esquema QM/MM, de obtener 

información acerca de la superficie de energía y el mecanismo de la reacción y para 

llevar a cabo una evaluación de la metodología, se realizaron varios cálculos de 

estructura electrónica de sistemas modelo constituidos por MeS- y H2O2, utilizando el 

programa Gaussian03.[23] Las estructuras de reactivos (er), productos (ep) y estado de 

transición (et) se optimizaron tanto en vacío y en solvente implícito a través de la 

aproximación del modelo PCM,[24] empleando distintos niveles de la teoría: HF, PBE, 

B3LYP, MP2, con una base doble zeta con polarización (dzvp)[25] y calculando 
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posteriormente las frecuencias para corroborar la naturaleza de la estructura optimizada. 

Para investigar si una o más moléculas de agua podrían estar involucrados en el 

mecanismo de reacción, también se realizaron cálculos de coordenada de reacción 

intrínseca (IRC)[26] en el nivel PBE/dzvp de teoría incluyendo 1 y 4 moléculas de agua 

en el sistema de QM, tanto en vacío como con el método PCM. 

La geometría del er obtenida con el funcional PBE se utilizó como punto de 

partida para una primera aproximación del perfil de energía potencial utilizando el 

modelo de solvatación PCM, en el que la coordenada de reacción se tomó como la 

distancia entre el átomo de (S) de azufre y el oxígeno reactivo en el peróxido (OA), con 

el fin de obtener cargas parciales necesarias para realizar las simulaciones DM clásicas 

que son necesarios para equilibrar los sistemas, como se describe a continuación. 

Simulaciones de dinámica molecular QM/MM 

Las simulaciones QM/MM se llevaron a cabo utilizando el programa desarrollado 

en el grupo que se describió en el capítulo II.[27] El soluto se embebió en una caja 

cúbica de 24 Å de moléculas de agua TIP4P.[28] Los parámetros de Lennard-Jones (ε y 

σ) para los átomos de subsistema QM fueron 0.250, 0.172, 0.170 y 0.016 kcal mol-1, y 

3.563, 3.399, 3.250 y 1.069 Å, para S, O, C y H, respectivamente. Para la región de 

QM, los cálculos se realizaron con la aproximación de gradiente generalizado (GGA), 

utilizando la combinación de funcionales PBE de intercambio y correlación, con una 

base dzvp para la expansión de los orbitales de un electrón. La densidad electrónica 

también se amplió en un conjunto de bases auxiliares y los coeficientes para el ajuste se 

calcularon minimizando el error en la energía de repulsión de Coulomb.[25] 

Todas las simulaciones QM-MM DM se llevaron a cabo durante al menos 4 ps 

empleando el algoritmo de Verlet para integrar las ecuaciones de Newton con un 
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intervalo de tiempo de 0,2 fs. Las configuraciones iniciales fueron generadas a partir de 

100 ps de dinámicas clásicas de equilibrio en el que el soluto se trató clásicamente como 

un residuo rígido con las cargas descritas anteriormente. En t = 0, el soluto clásico fue 

reemplazado por un soluto descrito en el nivel DFT, de acuerdo con la metodología 

descrita anteriormente. Previo a la dinámica molecular de producción, se corrió una 

dinámica QM/MM de 2 ps de equilibrio adicional. Durante las simulaciones, la 

temperatura se mantuvo constante a 300 K usando un termostato de Berendsen.[29] El 

soluto y el resto del sistema se acoplaron por separado al baño. 

Se empleó un esquema umbrella sampling, eligiendo la coordenada de reacción 

como la diferencia entre las distancias OA-OB y S-OA, que fue muestreada desde -1,5 a 

1,5 Å. Se emplearon 31 ventanas de simulación para obtener los perfiles de energía 

libre. 

III.2.2  Resultados 

III.2.2.1 Aspectos energéticos 

Para obtener un primer acercamiento a los aspectos energéticos de la reacción de 

oxidación de MeS- como tiolato modelo y H2O2, se realizó una exploración de la SEP de 

la reacción, optimizando los estados reactivos, productos y de transición para las 

especies en el vacío, en presencia de un medio continuo PCM e incluso en algunos 

casos se incluyó la presencia de moléculas de agua en el sistema para explorar la 

posibilidad de que las mismas participen del mecanismo de reacción. La Tabla III.1 

muestra los resultados obtenidos con los diferentes modelos testeados. Aunque pueden 

observarse importantes variaciones en las energías determinadas con los distintos 

métodos, todos muestran el mismo comportamiento cualitativo, con moderadas energías 

de activación y perfiles exotérmicos y/o exergónicos. Asimismo, la inclusión del 
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entorno por medio del PCM tiene un efecto significativo en todos los modelos, 

disminuyendo un ~ 20% las energías calculadas. Además, para todos los cálculos que 

incluyen el efecto del entorno, excepto para los cálculos de HF (barreras 

sobreestimadas), las barreras de activación están en el rango de lo determinado 

experimentalmente para este tipo de reacciones.[10] 

Tabla III.1.  Comparación de las energías y energías libres de activación y reacción (kcal mol-1) 

de la oxidación de MeS- por H2O2, obtenidas a partir de optimizaciones de geometría con las 

distintas metodologías exploradas. En todos los casos se llevó a cabo un cálculo de frecuencias 

para corroborar la naturaleza de la especie optimizada.  

Método Eact ∆G‡ Erxn ∆Grxn 

HF/dzvp (envacío) 50.2 50.1 -37.1 -36.1 

HF/dzvp (PCM) 43.8 41.9 -43.8 -44.2 

PBE/dzvp (envacío) 15.1 13.9 -33.1 -32.5 

PBE/dzvp (PCM) 10.5 8.4 -39.0 -39.7 

PBE/dzvp (en vacío) + 1 agua 11.9 10.8 -38.8 -39.0 

PBE/dzvp (PCM) + 1 agua 7.2 5.9 -43.1 -43.0 

PBE/dzvp (en vacío) + 4 aguas 13.8 12.8 -41.1 -41.7 

PBE/dzvp (PCM) + 4 aguas 13.2 11.4 -40.8 -42.2 

B3LYP/dzvp (envacío) 19.8 18.0 -35.3 -35.3 

B3LYP/dzvp (PCM) 15.1 13.3 -42.3 -38.7 

MP2/dzvp (envacío) 22.7 21.0 -43.1 -43.1 

MP2/dzvp (PCM) 14.7 14.8 -52.0 -51.8 

 

Después de las optimizaciones de geometría de las especies aisladas y la 

exploración inicial del sistema, se realizaron simulaciones de dinámica molecular 

utilizando el esquema QM/MM umbrella sampling, donde la coordenada de reacción se 

estableció como la diferencia entre la distancias OA-OB y S-OA. El perfil de energía libre 

obtenido se muestra en la Figura III.2. Este perfil en solución acuosa muestra una 

barrera de energía libre de ~ 18 kcal mol-1, que está en buen acuerdo con la información 

experimental previamente reportada,[10] y los datos previos de estudios teóricos.[5-7] 
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Como era de esperar, la reacción es claramente exergónica, con un cambio en la energía 

libre de reacción de alrededor de -52 kcal mol-1, también de acuerdo con información 

previa.[6] 

 

Figura III.2.  Perfil de energía libre de la oxidación de MeS- por H2O2 obtenido mediante 

simulaciones QM/MM con un esquema umbrella sampling. Se muestra también una 

representación del subsistema QM con la nomenclatura escogida para los átomos nombrados en 

el texto. 

Vale destacar que todas las estructuras de las especies aisladas optimizadas 

resultan muy comparables dentro de las diferentes metodologías aplicadas (ver Tabla 

III.2). Sin embargo, este acuerdo puesto de manifiesto en la energética puede ser 

engañoso, ya que las especies optimizadas exhiben características estructurales en el er 

que son completamente irreales para describir la situación en solución acuosa. En 

particular, la inspección de las geometrías mostradas por ambas estrategias evidencian 

que, mientras que las estructuras en vacío y PCM del et y ep son cualitativamente 

similares a las muestreados en las simulaciones QM/MM, el er adopta conformaciones 

significativamente diferentes  cuando las aguas están presentes (ver Figura III.3). Con 

pequeñas diferencias, cada optimización de geometría realizada del er, dio como 

resultado una conformación "simétrica", donde las distancias entre el átomo de S y 

ambos átomos de O del peróxido son prácticamente las mismos; el mismo hecho se 
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observa para las distancias entre los átomos de S y los átomos de H del peróxido, lo que 

resulta en un H2O2 en conformación tipo cis (Figura III.3a).  

Tabla III .2. Comparación de distintos parámetros geométricos obtenidos para el er, et y ep con 

las distintas metodologías utilizadas (optimización de especies aisladas en presencia de 1 o 4 

moléculas de agua y el esquema QM/MM). 

Método 
distancia  
S-OA(Å) 

distancia  
S-OB(Å) 

distancia  
OA-OB(Å) 

ángulo S-OA-OB 
(grados) 

Er et ep er et ep er et ep er et ep 

HF/dzvp 
3.2

6 

2.1

9 

1.5

9 

3.2

6 

4.0

4 

3.5

1 

1.4

1 

1.8

6 

2.7

2 
77.6 

171.

7 

106.

1 

HF/dzvp 
(PCM) 

3.3

4 

2.2

0 

1.6

1 

3.3

4 

4.0

3 

3.3

6 

1.4

0 

1.8

3 

2.7

4 
77.8 

174.

4 

110.

0 

PBE/dzvp 
3.0

9 

2.5

3 

1.6

5 

3.0

9 

4.2

7 

3.3

6 

1.5

0 

1.7

7 

2.6

2 
76.0 

165.

8 

101.

4 

PBE/dzvp 
(PCM) 

3.0

5 

2.4

8 

1.6

7 

3.0

5 

4.2

4 

3.4

6 

1.5

0 

1.7

8 

2.5

8 
75.9 

169.

8 
16.9 

PBE/dzvp + 
1 agua 

3.0

6 

2.5

1 

1.6

6 

3.1

0 

4.2

6 

3.6

8 

1.5

0 

1.7

7 

2.6

6 
77.4 

169.

3 

114.

7 

PBE/dzvp 
(PCM) + 1 

agua 

3.0

0 

2.4

7 

1.6

7 

3.1

0 

4.2

4 

3.6

3 

1.4

9 

1.7

8 

2.6

5 
77.9 

172.

8 

112.

3 

PBE/dzvp + 
4 aguas 

4.1

8 

2.6

0 

1.6

7 

4.4

3 

4.3

1 

3.6

9 

1.4

9 

1.7

1 

2.5

5 
89.2 

178.

2 

120.

4 

PBE/dzvp 
(PCM) + 4 

aguas 

4.2

8 

2.5

1 

1.6

8 

4.5

0 

4.2

6 

3.5

7 

1.4

9 

1.7

5 

2.5

5 
88.7 

173.

0 

113.

7 

B3LYP/dzv
p 

3.1

3 

2.4

6 

1.6

3 

3.1

3 

4.2

1 

3.5

6 

1.4

7 

1.7

8 

2.6

2 
76.5 

168.

6 

105.

1 

B3LYP/dzv
p (PCM) 

3.1

1 

2.4

2 

1.6

5 

3.1

1 

4.1

9 

3.5

0 

1.4

7 

1.7

8 

2.5

8 
76.3 

171.

3 

110.

0 

MP2/dzvp 
3.1

2 

2.5

0 

1.6

3 

3.1

2 

4.1

8 

3.4

1 

1.5

0 

1.7

1 

2.6

6 
76.2 

168.

4 

102.

9 

MP2/dzvp 
(PCM) 

3.1

2 

2.4

5 

1.6

5 

3.1

2 

4.1

7 

3.5

3 

1.5

0 

1.7

1 

2.6

2 
76.1 

172.

1 

109.

4 

esquema 
QM/MM a 

2.9

7 

2.5

0 

1.6

7 

3.8

0 

4.2

8 

3.5

9 

1.4

7 

1.7

5 

2.6

0 

125.

7 

161.

2 

110.

7 
a promedio de la propiedad en la ventana de muestreo correspondiente 



103 
 

En contraste, la conformación representativa del er muestreada mediante QM/MM 

es "asimétrica", en el que el OA está mucho más cerca al átomo de S que OB, y el 

peróxido adopta una configuración tipo trans (Figura III.3b). Esto último resulta 

consistente con el trabajo descrito por Chuy y colaboradores,[5] en presencia de 2-3 

moléculas de agua explícitas, se pueden formar interacciones específicas entre los 

reactivos y el agua favoreciendo la disposición "asimétrica". 

 

Figura III.3. Diferentes conformaciones obtenidas del er: optimización de especies aisladas (a) 

y en presencia de aguas explícitas (QM/MM, b) 

 

Figura III.4. Estructuras del er, ts y ep en presencia de 1 (arriba) o 4 (abajo) moléculas de agua, 

obtenidas mediante cálculos IRC y posteriores optimizaciones de geometría al nivel de teoría 

PBE/dzvp/PCM. 

Con el fin de explorar la posibilidad de que moléculas de agua están involucradas 

en el mecanismo de reacción, se realizaron cálculos IRC incluyendo 1 o 4 moléculas de 

agua en el sistema QM, tanto en vacío como con el modelo PCM. La presencia de 

moléculas de aguas modifica la geometría del er de una manera similar de la observada 



104 
 

en la simulación QM/MM, pero sin participar de las rupturas y formaciones de uniones 

covalentes que tienen lugar durante la reacción (ver Figura III.4). 

III.2.2.2 Mecanismo de reacción 

Durante la reacción se producen tres eventos importantes: la ruptura del enlace O-

O del peróxido, la formación de la unión entre el azufre (S) y el oxígeno reactivo (OA) y 

la transferencia del protón (Ht). Un examen detallado de la estructura “temprana” del et 

revela una alineación entre S, OA y OB (ver Tabla III.2). Además, Ht está todavía unido 

a OA, como se muestra en el gráfico de distancias en función de la coordenada de 

reacción (Figura III.5). Este análisis también indica que la transferencia de Ht se lleva a 

cabo “cuesta abajo”, sin barreras, después de que el sistema ha alcanzado el et.  

 

Figura III.5. Evolución de las distancias durante la reacción. Las distancias S−OA (negro), 

OA−OB(rojo), OA−Ht (azul), OB−Ht (verde) expresadas en Å se muestran en función de la 

coordenada de reacción. En el recuadro violeta se delimita la zona del et. 

Por lo tanto, a pesar de que el producto ácido sulfénico aparece en su forma no 

protonada, desde un punto de vista cinético el grupo saliente de la reacción podría 

considerarse como un grupo hidroxilo, que está de acuerdo con la correlación entre las 

velocidades de reacción de tioles de bajo peso molecular y el pKa del ácido conjugado 

del grupo saliente.[30] 
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La dependencia de las poblaciones de Mulliken de los diferentes grupos químicos 

de las especies involucradas se muestra en la Figura III.6. En el er, la carga negativa del 

sistema está localizada principalmente en el átomo de S, mientras que los átomos de 

oxígeno de H2O2 poseen cargas negativas de aproximadamente -0,5 e cada uno. 

Nuestros resultados indican una redistribución de carga significativa durante los 

primeros estadíos de la reacción, determinando que la carga negativa del sistema esté, a 

la altura del et, distribuida entre ambos oxígenos del peróxido y el átomo de S. Esto 

concuerda con datos experimentales recientes que determinan un βnuc de ~0.3 para la 

reacción de diferentes amino-tioles de bajo peso molecular con H2O2.[9]  

 

Figura III.6. Evolución de las cargas (como poblaciones de Mulliken) en función de la 

coordenada de reacción. Como en la Figura III.4 el recuadro violeta indica la zona del et. 

Aunque en el ep, ambos átomos de O muestran una carga de aproximadamente -1 

e como sería el caso en una ruptura homolítica, la reorganización de los cargas de 

oxígeno no es totalmente simétrica. OB sufre una disminución más rápida (alcanzando 

un estado final consistente con la carga de un átomo de oxígeno del agua), mientras que 

OA no llega a su carga final hasta que se une con S, adquiriendo la mayor parte de la 

carga negativa de la especie MeSO-. El grupo metilo conserva su carga cerca de cero a 

lo largo de la totalidad del proceso. 
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Estudios previos han modelado los efectos de la solvatación en este tipo de 

reacciones utilizando modelos de continuo o la inclusión de un pequeño número de 

moléculas de agua explícitas por medio de optimizaciones de geometría.[5-7,31] El 

enfoque QM/MM DM  permite obtener una imagen más realista de solvatación en agua 

a temperatura ambiente. Se analizó la estructura de solvatación a lo largo del proceso, 

para evaluar cómo los patrones de solvatación pueden afectar a la energética de 

reacción. En las figura III.7 se muestran las funciones de correlación radial entre átomos 

seleccionados con átomos de oxígeno del agua en el er (panel izquierdo), et (panel 

central) y ep (panel de la derecha), junto con las estructuras representativas de cada 

estado. 

 

Figura I II .7. Cambios en la estructura de solvatación de las especies durante la reacción. 

Arriba: funciones de correlación radial de los átomos S, OA y OB con los oxígenos del agua, 

para reactivos, estado de transición y productos. Abajo: estructuras representativas del 

microambiente acuoso para los tres estados antes mencionados. 

Las funciones de correlación radial de S muestran la pérdida de su hidrofilicidad a 

lo largo de la reacción. El efecto opuesto se observa en ambos átomos de oxígeno. 

Mientras que en el er los oxígenos están pobremente solvatados, se solvatan mejor en el 
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et debido a la temprana redistribución de cargas y están fuertemente solvatados en 

productos. Por otra parte, los máximos de ambos átomos de oxígeno de peróxido 

observados en el et y ep se encuentran en ~ 2,8 Å (distancia radial), mientras que el pico 

S en el er se encuentra en ~3,2 Å, confirmando que es más favorable solvatar átomos de 

O que S. Esto conduce a un ep mucho mejor solvatado que er o et. 

En resumen, esta exploración microscópica de la reacción entre un tiolato modelo 

y H2O2 está de acuerdo con un mecanismo tipo SN2 pero sumado a una transferencia de 

protón interna, posterior al et y sin barrera energética. Por lo tanto, una molécula de 

agua aparece en los productos. A pesar de que el ataque inicial del tiolato reactivo a un 

átomo de oxígeno de H2O2 es un ataque entre dos centros cargados negativamente, la 

electrofilia del oxígeno peroxidático es el verdadero motor de este proceso como lo 

demuestra la importante donación de electrones desde el tiolato al peróxido en el et. 

Aunque los cálculos realizados sugieren que no hay moléculas de agua involucradas 

directamente en el proceso, el solvente juega un papel importante en la reacción, en 

particular en la estructura de los reactivos. Además, la energía de activación se debe a 

dos eventos principales: la alineación del átomo de azufre con los átomos de oxígeno 

del peróxido y una redistribución significativa de carga, que se correlaciona con 

importantes cambios en el perfil de solvatación. Esto hace hincapié en el papel clave del 

entorno en la modulación de la reactividad del tiol. 
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III.3  La reacción con peroxinitrito 

III.3.1  Métodos experimentales 

Reactivos 

Las sales L-cisteína, ácido ácido dietilentriaminapentaacético (DTPA), 5,5 ́-

ditiobis(2-nitrobenzoato) (DTNB), y fosfato de sodio provienen de Sigma-Aldrich. El 

peroxinitrito se sintetizó a partir de H2O2 y ácido nítrico siguiendo el protocolo descrito 

anteriormente.[15,19] Las soluciones stock de peroxinitrito fueron tratadas con dióxido 

de manganeso para eliminar el H2O2 restante. La contaminación de estas soluciones por 

nitrito se mantuvo < 30% de la concentración de peroxinitrito.[32] 

Experimentos cinéticos 

Todos los experimentos se realizaron en buffer fosfato de sodio 100 mM en 

presencia de 0.1 mM DTPA (quelante de metales). Para obtener los distintos pHs 

necesarios, se realizaron diferentes mezclas de buffers fosfato mono- y di-básicos. La 

fuerza iónica se mantuvo constante (0.15 mM) mediante el agregado de NaCl. La 

concentración de peroxinitrito se determinó espectrofotométricamente a pH alcalino a 

302 nm (ε302=1670 M-1cm-1) y fue igual a 0.1 mM en la mezcla final. El contenido de 

tioles de las soluciones de Cys se determinó mediante el ensayo de Ellman (ε412=14150 

M-1cm-1)[33] y varió entre 6.0 y 13.0 mM en la mezcla final. 

Los cursos temporales de descomposición del peroxinitrito se siguieron por 

espectroscopia de absorbancia (λ=302 nm) en un equipo de flujo detenido (ver Capítulo 

II). El pH de la mezcla final fue determinado después de cada experimento dentro del 

baño a cada temperatura (10, 25, 37 and 50ºC). Cada constante de pseudo primer orden 

dependiente del pH observada (k1ap) de decaimiento de peroxinitrito, se determinó 
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ajustando funciones mono-exponenciales al promedio de al menos 5 cursos temporales. 

Primeramente, en ausencia de Cys, se determinaron las constantes independientes del 

pH de la auto-descomposición del ONOOH a cada temperatura, ajustando k1ap versus 

pH:  

ONOOH

+

1ap 1indpH +

H

Ha

k = k
K +

        
   (ec. III.2). 

Luego, se determinaron las constantes de segundo orden dependientes del pH (k2ap) para 

la reacción entre Cys y peroxinitrito, siguiendo el decaimiento de peroxinitrito en 

presencia de concentraciones crecientes y en exceso de Cys, bajo las diferentes 

condiciones de pH y temperatura. Las constantes observadas kobs se obtuvieron del 

ajuste de los cursos temporales a funciones mono-exponenciales. Como en este caso 

kobs=k1ap+ k2ap×[Cys], k2ap se determinó restando la constante de auto-decaimiento al pH 

correspondiente y dividiendo por la concentración de Cys (en general se utilizaron dos 

concentraciones diferentes de Cys al mismo pH y temperatura con idénticos resultados). 

Se prefirió esta metodología a la opción de determinar kobs para varias concentraciones 

de Cys a cada pH (para cada pH y temperatura), para controlar rigurosamente el pH al 

usar soluciones ácidas de Cys y para evitar la oxidación de las soluciones de Cys, lo que 

puede ocurrir si la Cys se neutraliza. De todas maneras, esta metodología alternativa se 

probó para algunos pHs y temperaturas seleccionados, obteniendo resultados 

indistinguibles. Posterior a este análisis, las constantes de segundo orden independientes 

del pH, se obtuvieron de ajustar la ecuación III.1 en el gráfico de k2ap versus pH. 

La determinación de los parámetros termodinámicos de activación se realizó 

mediante análisis de Arrhenius y Eyring sobre las constantes independientes de pH 

obtenidas. 
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III.3.2   Métodos computacionales 

Tanto la exploración inicial de la superficie de energía potencial y el mecanismo 

de reacción en vacío y utilizando un solvente implícito(PCM),[24] como las dinámicas 

moleculares QM/MM fueron llevadas a cabo con protocolos similares a los descriptos 

en la sección III.2.1. 

En todos los casos el sistema QM consistió en la molécula completa de CysS- y de 

ONOOH. La elección de utilizar la Cys como tiolato modelo se debió no solamente a 

utilizar exactamente el mismo sistema con el cual se llevaron a cabo las 

determinaciones cinéticas, sino también que para este momento del trabajo, el programa 

LIO había sufrido actualizaciones que nos permitieron acceder al tratamiento de 

subsistemas QM de mayor tamaño y por más tiempo de simulación. Para las 

simulaciones de dinámica QM/MM, el subsistema QM se embebió en una caja 

conteniendo 3250 moléculas de agua TIP4P,[28] y se generaron configuraciones 

iniciales para cada ventana de muestreo a partir de corridas de termalización sucesivas 

donde se trató al soluto primero como un residuo clásico rígido y luego al nivel 

semiempírico AM1 (como está implementado en el paquete AMBER).[34] El perfil de 

energía libre se exploró mediante un esquema umbrella sampling, donde la coordenada 

de reacción se estableció como la diferencia entre la distancias OA-OB y S-OA y se 

muestreó entre -1.8 y 1.0 Å, divida en 29 ventanas de simulación de al menos 5 ps de 

producción. 
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III.3.3   Resultados y discusión 

III.3.3.1 Parámetros termodinámicos de activación 

Como se ha descrito antes,[22,35] el proceso de oxidación por dos electrones se 

produce entre el anión tiolato y ONOOH, por lo tanto, la fracción de las especies 

reactivas dependen fuertemente del pH del medio. La Figura III.8 muestra el gráfico de 

Arrhenius de la reacción entre CysS- y ONOOH. Nótese que el análisis se realiza 

considerando las constantes de velocidad independientes del pH, determinadas a 10, 25, 

37 y 50 °C. Este análisis determina una energía de activación independiente del pH de 

8,2 ± 0,6 kcal mol-1, ligeramente menor al valor de 9,7 kcal mol-1 reportado por 

Koppenol y colaboradores a pH 7,5.[14] Esta diferencia podría ser debida al hecho de 

que en el rango de temperaturas y pHs explorados, el pKa de la Cys varía 

significativamente más que el pKa del ONOOH (ver Tabla III.3), disminuyendo a 

medida que aumenta la temperatura y permitiendo así una mayor proporción 

tiolato/tiol.[36] A partir de los datos mostrados en la Tabla III.3 y utilizando la ecuación 

de van't Hoff, se puede estimar una entalpía estándar de ionización de 7,8 kcal mol-1 

para Cys, muy similar al valor previamente reportado.[36] Contrariamente, la ionización 

del ONOOH se vio menos afectada por la temperatura, consistentemente con su menor 

entalpía de ionización, que ha sido reportada como (4,1±1,6) kcal mol-1.[37] Además, 

cabe señalar que repetimos sistemáticamente la determinación de k2 a 37ºC y pH 7,4, 

obteniendo un valor de (6,6 ± 0,3) x 103 M-1s-1 (ver Figura III.9), ligeramente superior a 

la reportada antes,[15] probablemente debido a ligeras diferencias en las condiciones 

experimentales. 
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Figura III.8. Determinación de los parámetros de activación independientes del pH para la 

oxidación de Cys por peroxinitrito. a) Perfiles tipo “campana” de la dependencia de la constante 

de segundo orden con el pH, determinados a T = 10, 25, 37 y 50°C. Las constantes 

independientes del pH surgen del ajuste de estos experimentos a la ecuación III.1. b) Gráfico de 

Arrhenius correspondiente y parámetros de activación determinados mediante análisis de 

Arrhenius y Eyring. ΔG‡ calculado a a 37 ° C. 

Tabla III.3. Parámetros determinados del ajuste de la ecuación III.1 a cada temperatura. 

Temperatura (°C) k2indpH (M
-1 

s
-1

 x 10
5
) pKaCys pKaONOOH 

10 1.83 (0.15) 8.65 (0.03) 6.66 (0.02) 

25 3.13 (0.25) 8.32 (0.03) 6.47 (0.02) 

37 6.61 (0.43) 8.24 (0.02) 6.35 (0.02) 

50 10.1 (1.14) 7.86 (0.04) 6.12 (0.04) 

 

El análisis Eyring (no mostrado) da una ΔH‡ = 7,4 ± 0,7 kcal mol-1 y ΔS‡= -8,3 ± 

0,5 cal K-1 mol-1, por lo tanto, lo que determina una energía de activación de Gibbs 

independientes del pH en 9,9 ± 0,7 kcal mol-1 (calculado a 37 ° C). Como se mostrará 

en la siguiente sección, el valor negativo de ΔS‡ es consistente con un et mucho menos 

flexible que los reactivos en el estado fundamental. Además, a esta temperatura el factor 

-TΔS‡ constituye un cuarto de ΔG‡ total, por lo que es esencial tener en cuenta esta 
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contribución en la comparación de esta reacción acuosa con entornos de enzimas, y sus 

capacidades catalíticas para estabilizar el et y por lo tanto disminuir ΔG‡.[38] 

 

Figura III. 9. Cinética de la oxidación de CysS- por ONOOH a T = 37°C y pH 7.4. a) Curso 

temporal del decaimiento de peroxinitrito. A, A∞ y A0 representan las absorbancias de 

peroxinitrito a un tiempo t, a t=∞ y t=0, respectivamente. Cada trazo representa el promedio de 

al menos 5 registros. La concentración de Cys (mM) se indica en cada curva. b) Las constantes 

observadas de pseudo primer orden graficadas en función de la concentración deCys. De la 

pendiente de este gráfico se obtiene la constante aparente (pH 7,4) de segundo orden de la 

reacción. 

Usando el esquema QM/MM descrito anteriormente, se realizaron cálculos de 

umbrella sampling con el fin de obtener el perfil de energía libre de la oxidación de 

CysS- por ONOOH, el cual se representa en la Figura III.10a. El análisis muestra un 

proceso claramente exergónico con un ΔGrxn ≈ -46 kcal mol-1, de acuerdo con cálculos 

QM en fase gaseosa (ver Tabla III.4). El perfil también muestra un et temprano asociado 

con una energía libre de activación de aproximadamente 5 kcal mol-1, algo menor que la 

determinada experimentalmente.  
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Figura III. 10. a) Perfil de energía libre de Gibbs de la oxidación de CysS- por ONOOH 

obtenido mediante las simulaciones QM/MM umbrella sampling. La coordenada de reacción 

(Å) se estableció como la diferencia entre las distancias OA−OB y S−OA. b) Correcciones de la 

energía libre obtenida, calculadas como / 2/ 3
soluto soluto

QM MM PBE MP B LYPG G G   . c) Representación 

ilustrativa del subsistema cuántico y nomenclatura de los átomos importantes en la reacción. 

El estudio de la estructura electrónica de peroxinitrito y sus derivados, es bastante 

sutil; incluso métodos que incluyen efectos de correlación electrónica como MP2 

exhiben fallas en la descripción de ciertas propiedades de estos sistemas.[39] 

Particularmente, los métodos DFT en el nivel GGA dan lugar a barreras subestimadas 

relacionadas con la subestimación de la estabilidad del enlaceperoxi (O-O) en este tipo 

de sistemas. De todas maneras, utilizando métodos postHF o aproximaciones DFT 

híbridas se obtienen mejores resultados en el cálculo de las barreras (ver Tabla 

III.4).[40,41] Para comprobar que el camino de reacción muestreado en estas 

simulaciones QM/MM no es distinto del que se obtiene utilizando otras metodologías, 

se compararon las geometrías del er, et y ep determinadas mediante varios métodos, 

obteniendo resultados similares en todos los casos (Tabla III.5). Se propone entonces 

una corrección en el cálculo de ΔG‡ y ΔGrxn, con el fin de mejorar las predicciones 

energéticas del funcional PBE (Figura III.10b): 

2/ 3
soluto soluto

QM MM PBE MP B LYPG G G    (ecuación III.3). 

El resultado corregido con MP2 (ΔG‡= 8,4 kcal mol-1) se encuentra en muy buen 

acuerdo con la determinación experimental. 
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Tabla III.4. Energías de reacción y activación (kcal mol-1) determinadas para las especies 

aisladas (en presencia de 4 moléculas de agua) 

Método Eact ∆G‡ Erxn ∆Grxn 

HF/dzvp 27,6 27,0 -59,4 -56,1 

PBE/dzvp 5,7 5,9 -45,2 -42,5 

B3LYP/dzvp 7,9 7,9 -57,6 -52,7 

MP2/dzvp 8,9 9,3 -61,4 -60,2 

 

III.3.3.2 Mecanismo de reacción 

La Figura III.11 muestra la evolución de las distancias importantes a lo largo de la 

coordenada de reacción. También, en la Tabla III.5 se pueden comparar los valores de 

los parámetros geométricos determinados con las distintas metodologías QM utilizadas 

en esta sección. En los reactivos, la interacción entre CysS- y ONOOH es debida al 

enlace de H entre S y OA, interacción que se conserva durante todo el muestreo de este 

estado del sistema. En el et “temprano”, se puede observar un alineamiento de los 

átomos S, OA y OB, junto con una concomitante disminución del enlace OB-N. Como se 

describió en la sección III.2.2.2, en la oxidación de tioles por el peróxido de hidrógeno, 

se observa una transferencia de protón después de alcanzar el et, para dar una molécula 

de agua como producto.[6] Cabe señalar que no se observa esta transferencia en la 

reacción con peroxinitrito. Además, la distancia OA-H se mantiene cercana a 1 Å 

durante todo el camino, resultando CysSOH y NO2
- los productos del proceso. 
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Figura III .11. Evolución de las distancias durante la reacción. Las distancias S−OA (negro), 

OA−OB (rojo), OA−H (azul), OA−N (verde) y OB−N (celeste) expresadas en Å se muestran en 

función de la coordenada de reacción. En el recuadro violeta se delimita la zona del et. 

Tabla III .5. Comparación de distintos parámetros geométricos obtenidos para el er, et y 

ep con las distintas metodologías utilizadas (optimización de especies aisladas en presencia de 4 

moléculas de agua y el esquema QM/MM). 

Método 
distancia  
S-OA (Å) 

distancia  
OA-OB (Å) 

ángulo S-OA-OB 
(grados) 

diedro OA-OB-N-
OC (grados) 

er et ep er et ep er et ep er et ep 
PBE/dzvp  + 4 

aguas 
4.30 2.98 1.69 1.45 1.62 2.57 131.5 167.8 109.3 2.5 5.8 9.9 

B3LYP/dzvp 
+ 4 aguas 

4.39 2.79 1.68 1.43 1.62 2.63 134.4 170.9 107.8 2.7 6.3 -29.2 

MP2/dzvp + 4 
aguas 

4.32 2.62 1.68 1.45 1.62 2.62 127.4 169.6 108.5 3.1 1.3 9.7 

esquema 
QM/MM a 

3.19 2.90 1.72 1.49 1.82 2.72 130.7 170.1 106.5 -2.4 3.5 -12.6 

a promedio de la propiedad en la ventana de muestreo del estado correspondiente 

En la Figura III.12 se observa la distribución y reordenamiento de cargas durante 

la reacción. El ataque inicial del átomo S sobre OA tiene lugar entre dos centros de carga 

negativa, sin embargo, es un ataque nucleofílico, ya que OA actúa como un electrófilo, 

convirtiéndose en un átomo cargado más negativamente a lo largo de la reacción. A 

pesar de que la disociación final del peróxido de OA-OB es homolítica, la reorganización 

de los cargas de los oxígenos no es totalmente simétrica. Durante las primeras etapas de 

la reacción, la carga que pierde el átomo de S se localiza principalmente en OA. Sólo 

después del et, la carga negativa del sistema se distribuye en el anión NO2
-. Como era de 
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esperar, el átomo OA en el producto CysSOH tiene una fuerte carga negativa, y la carga 

-1 en el anión nitrito se distribuye por igual entre OB y OC. Estos datos están de acuerdo 

con la correlación de Brønsted determinada experimentalmente entre las constantes de 

velocidad de segundo orden pH-independiente de la reducción de peroxinitrito por 

tiolatos, que muestra una constante nucleofilicidad de ~0.3,[42] lo que indica una 

donación parcial de un par de electrones del nucleófilo (tiolato) en el et. 

 

Figura III. 12. Evolución de las cargas (como poblaciones de Mulliken) en función de la 

coordenada de reacción. Como en la Figura III.11 el recuadro violeta indica la zona del et. 

Como puede observarse en la Figura III.13, los cambios en los perfiles de 

solvatación están íntimamente asociados con la distribución electrónica. Mientras que el 

átomo de S pierde su hidrofilicidad durante el curso de la reacción, un átomo de OA está 

mucho mejor solvatado ya en el et, y ambos OB y OC mejoran considerablemente sus 

estructuras de solvatación en los productos. Una mirada global permite observar cómo 

los productos mejoran la interacción del sistema con el medio acuoso en comparación 

con los reactivos. 

En resumen, la reacción se produce a través del ataque nucleofílico del átomo de S 

del tiolato sobre el átomo de OA del peróxido, con el anión nitrito como el grupo 

saliente, a través de una sustitución nucleófilica bimolecular SN2. La barrera de energía 
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libre se debe principalmente a la reorganización electrónica apreciable junto con los 

cambios en la estructura de solvatación, asociados con la alineación de átomos de S, OA 

y OB, el acortamiento de los enlaces S-OA y OB-N y el alargamiento de OA-OB. 

 

Figura III. 13. Cambios en la estructura de solvatación de las especies durante la reacción. 

Arriba: funciones de correlación radial de los átomos S, OA, OB y N con los oxígenos del agua, 

para reactivos, estado de transición y productos. Abajo: estructuras representativas del 

microambiente acuoso para los tres estados antes mencionados. 

III.4  Conclusiones 

Los resultados presentados en las secciones previas, muestran que los mecanismos 

de reducción de distintos peróxidos por tioles de bajo peso molecular poseen 

características similares, aunque se pueden destacar algunas diferencias importantes. La 

más significativa desde el punto de vista mecanístico, está referida a los productos de la 

reacción cuando se compara entre H2O2 y ONOOH como oxidantes; en el camino de 

reacción del primero ocurre una transferencia de protón para dar sulfenato y agua como 

productos primarios de la reacción, mientras que no se observa esta transferencia en el 

caso de peroxinitrito, probablemente debido al menor pKa del ácido conjugado del grupo 

saliente (14 en el caso del agua y 3.4 en el caso de HNO2).  
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Estos cambios cualitativos también se ven acompañados en diferencias en la 

energética de la reacción. Como es de esperarse dadas las diferencias en las velocidades 

de reacción de peróxidos con tioles de bajo peso molecular, la energía de activación de 

la reacción con ONOOH es sensiblemente menor que la correspondiente a H2O2, 

probablemente debido en gran medida a la mayor labilidad del enlace O-O en el 

peroxinitroso. En este punto cabe señalar, que aunque los métodos DFT son capaces de 

identificar estas diferencias energéticas, los resultados con H2O2 arrojaron mejor 

acuerdo con las determinaciones experimentales y teóricas previas que para el caso del 

peroxinitrito, para el que ya se habían señalado deficiencias a la hora de la descripción 

de su estructura electrónica con métodos basados en DFT.[40] 

La determinación de los parámetros termodinámicos de activación a partir de la 

dependencia de la constante de velocidad con la temperatura, es una medida 

experimental que se complementa con la descripción del mecanismo a partir de las 

simulaciones. En particular, para el caso de la reacción de Cys con ONOOH, se agregó 

la dificultad de determinar estos parámetros independientes del pH, ya que ambas 

especies reactivas presentan equilibrios ácido-base con pKas muy cercanos al pH 

fisiológico, haciendo que la dependencia con pH sea de gran importancia para esta 

reacción en contextos biológicos. 

 

 

 



120 
 

III.5  Referencias 

1. Winterbourn, C.C., Reconciling the chemistry and biology of reactive oxygen 
species. Nature Chemical Biology, 2008. 4(5): p. 278-286. 

2. Winterbourn, C.C. & D. Metodiewa, Reactivity of biologically important thiol 
compounds with superoxide and hydrogen peroxide. Free Radical Biology and 
Medicine, 1999. 27(3-4): p. 322-328. 

3. Edwards, J.O., Nucleophilic displacement on oxygen in peroxides. Peroxide 
Reaction Mechanisms, 1962: p. 67-106. 

4. Bach, R.D., M.D. Su, & H.B. Schlegel, Oxidation of amines and sulfides with 
hydrogen peroxide and alkyl hydrogen peroxide. The nature of the oxygen-
transfer step. Journal of the American Chemical Society, 1994. 116(12): p. 5379-
5391. 

5. Chu, J.W. & B.L. Trout, On the mechanisms of oxidation of organic sulfides by 
H2O2 in aqueous solutions. Journal of the American Chemical Society, 2004. 
126(3): p. 900-908. 

6. Cardey, B. & M. Enescu, A computational study of thiolate and selenolate 
oxidation by hydrogen peroxide. ChemPhysChem, 2005. 6(6): p. 1175-1180. 

7. Cardey, B. & M. Enescu, Selenocysteine versus cysteine reactivity: A theoretical 
study of their oxidation by hydrogen peroxide. Journal of Physical Chemistry A, 
2007. 111(4): p. 673-678. 

8. Feliers, C., L. Patria, J. Morvan, & A. Laplanche, Kinetics of oxidation of odorous 
sulfur compounds in aqueous alkaline solution with H2O2. Environmental 
Technology, 2001. 22(10): p. 1137-1146. 

9. Portillo-Ledesma, S., F. Sardi, B. Manta, M.V. Tourn, A. Clippe, B. Knoops, B. 
Alvarez, E.L. Coitino, & G. Ferrer-Sueta, Deconstructing the catalytic efficiency 
of peroxiredoxin-5 peroxidatic cysteine. Biochemistry, 2014. 53(38): p. 6113-25. 

10. Luo, D., S.W. Smith, & B.D. Anderson, Kinetics and mechanism of the reaction 
of cysteine and hydrogen peroxide in aqueous solution. Journal of Pharmaceutical 
Sciences, 2005. 94(2): p. 304-316. 

11. Trujillo, M., G. Ferrer-Sueta, L. Thomson, L. Flohe, & R. Radi, Kinetics of 
peroxiredoxins and their role in the decomposition of peroxynitrite. Subcellular 
Biochemistry, 2007. 44: p. 83-113. 

12. Trujillo, M., R. Radi, & B. Alvarez, One- and two-electron oxidation of thiols: 
mechanisms, kinetics and biological fates. Free Radical Research, 2015. just 
accepted. 

13. Ferrer-Sueta, G. & R. Radi, Chemical biology of peroxynitrite: Kinetics, diffusion, 
and radicals. ACS Chemical Biology, 2009. 4(3): p. 161-177. 

14. Koppenol, W.H., J.J. Moreno, W.A. Pryor, H. Ischiropoulos, & J.S. Beckman, 
Peroxynitrite, a cloaked oxidant formed by nitric oxide and superoxide. Chemical 
Research in Toxicology, 1992. 5(6): p. 834-842. 

15. Radi, R., J.S. Beckman, K.M. Bush, & B.A. Freeman, Peroxynitrite oxidation of 
sulfhydryls: The cytotoxic potential of superoxide and nitric oxide. Journal of 
Biological Chemistry, 1991. 266(7): p. 4244-4250. 

16. Alvarez, B., G. Ferrer-Sueta, B.A. Freeman, & R. Radi, Kinetics of peroxynitrite 
reaction with amino acids and human serum albumin. Journal of Biological 
Chemistry, 1999. 274(2): p. 842-848. 

17. Bryk, R., P. Griffin, & C. Nathan, Peroxynitrite reductase activity of bacterial 
peroxiredoxins. Nature, 2000. 407(6801): p. 211-215. 



121 
 

18. Trujillo, M., B. Alvarez, J.M. Souza, N. Romero, L. Castro, L. Thomson, & R. 
Radi, Mechanisms and biological consequences of peroxynitrite-dependent 
protein oxidation and nitration. Nitric Oxide, 2010: p. 61-102. 

19. Beckman, J.S., T.W. Beckman, J. Chen, P.A. Marshall, & B.A. Freeman, 
Apparent hydroxyl radical production by peroxynitrite: Implications for 
endothelial injury from nitric oxide and superoxide. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America, 1990. 87(4): p. 1620-1624. 

20. Kissner, R., T. Nauser, P. Bugnon, P.G. Lye, & W.H. Koppenol, Formation and 
properties of peroxynitrite as studied by laser flash photolysis, high-pressure 
stopped-flow technique, and pulse radiolysis. Chemical Research in Toxicology, 
1997. 10(11): p. 1285-92. 

21. Goldstein, S., G.L. Squadrito, W.A. Pryor, & G. Czapski, Direct and indirect 
oxidations by peroxynitrite, neither involving the hydroxyl radical. Free Radical 
Biology and Medicine, 1996. 21(7): p. 965-74. 

22. Pryor, W.A. & G.L. Squadrito, The chemistry of peroxynitrite: A product from the 
reaction of nitric oxide with superoxide. American Journal of Physiology - Lung 
Cellular and Molecular Physiology, 1995. 268(5 12-5): p. L699-L722. 

23. Frisch, M.J., et al., Gaussian 03, Revision C.02, 2003. 
24. Tomasi, J., B. Mennucci, & R. Cammi, Quantum mechanical continuum solvation 

models. Chemical Reviews, 2005. 105(8): p. 2999-3093. 
25. Godbout, N., D.R. Salahub, J. Andzelm, & E. Wimmer, Optimization of 

Gaussian-type basis sets for local spin density functional calculations. Part I. 
Boron through neon, optimization technique and validation. Canadian Journal of 
Chemistry, 1992. 70(2): p. 560-571. 

26. Fukui, K., The path of chemical reactions - the IRC approach. Accounts of 
Chemical Research, 1981. 14(12): p. 363-368. 

27. Nitsche, M.A., M. Ferreria, E.E. Mocskos, & M.C. González Lebrero, GPU 
accelerated implementation of density functional theory for hybrid QM/MM 
simulations. Journal of Chemical Theory and Computation, 2014. 10(3): p. 959-
967. 

28. Jorgensen, W.L., J. Chandrasekhar, J.D. Madura, R.W. Impey, & M.L. Klein, 
Comparison of simple potential functions for simulating liquid water. The Journal 
of Chemical Physics, 1983. 79(2): p. 926-935. 

29. Berendsen, H.J.C., J.P.M. Postma, W.F. Van Gunsteren, A. Dinola, & J.R. Haak, 
Molecular dynamics with coupling to an external bath. The Journal of Chemical 
Physics, 1984. 81(8): p. 3684-3690. 

30. Trindade, D.F., G. Cerchiaro, & O. Augusto, A role for peroxymonocarbonate in 
the stimulation of biothiol peroxidation by the bicarbonate/carbon dioxide pair. 
Chemical Research in Toxicology, 2006. 19(11): p. 1475-1482. 

31. Bayse, C.A., Transition states for cysteine redox processes modeled by DFT and 
solvent-assisted proton exchange. Organic and Biomolecular Chemistry, 2011. 
9(13): p. 4748-4751. 

32. Alvarez, B., V. Demicheli, R. Durán, M. Trujillo, C. Cerveñansky, B.A. Freeman, 
& R. Radi, Inactivation of human Cu,Zn superoxide dismutase by peroxynitrite 
and formation of histidinyl radical. Free Radical Biology and Medicine, 2004. 
37(6): p. 813-822. 

33. Ellman, G.L., Tissue sulfhydryl groups. Archives of Biochemistry and Biophysics, 
1959. 82(1): p. 70-77. 

34. Ponder, J.W., D.A. Case, & D. Valerie, Force Fields for Protein Simulations, in 
Advances in Protein Chemistry. 2003, Academic Press. p. 27-85. 



122 
 

35. Trujillo, M. & R. Radi, Peroxynitrite reaction with the reduced and the oxidized 
forms of lipoic acid: New insights into the reaction of peroxynitrite with thiols. 
Archives of Biochemistry and Biophysics, 2002. 397(1): p. 91-98. 

36. Torchinsky, Y.M., Sulfur in Proteins, 1981. 
37. Koppenol, W.H. & R. Kissner, Can O = NOOH undergo homolysis? Chemical 

Research in Toxicology, 1998. 11(2): p. 87-90. 
38. Garcia-Viloca, M., J. Gao, M. Karplus, & D.G. Truhlar, How enzymes work: 

Analysis by modern rate theory and computer simulations. Science, 2004. 
303(5655): p. 186-195. 

39. Stadtman, E. & B. Berlett, Reactive Oxygen-Mediated Protein Oxidation in Aging 
and Disease, in Reactive Oxygen Species in Biological Systems. 2002, Springer 
US. p. 657-675. 

40. Bach, R.D., M.N. Glukhovtsev, & C. Canepa, Oxidation of alkenes, sulfides, 
amines, and phosphines with peroxynitrous acid: Comparison with other oxidants 
such as peroxyformic acid and dimethyldioxirane. Journal of the American 
Chemical Society, 1998. 120(4): p. 775-783. 

41. González Lebrero, M.C. & D.A. Estrin, QM-MM investigation of the reaction of 
peroxynitrite with carbon dioxide in water. Journal of Chemical Theory and 
Computation, 2007. 3(4): p. 1405-1411. 

42. Trujillo, M., A. Clippe, B. Manta, G. Ferrer-Sueta, A. Smeets, J.P. Declercq, B. 
Knoops, & R. Radi, Pre-steady state kinetic characterization of human 
peroxiredoxin 5: Taking advantage of Trp84 fluorescence increase upon 
oxidation. Archives of Biochemistry and Biophysics, 2007. 467(1): p. 95-106. 

 

 



123 
 

IV  REDUCCIÓN DE PERÓXIDO DE HIDRÓGENO EN 

PEROXIRREDOXINAS: BASES MOLECULARES DE LA 

CATÁLISIS 

IV.1 Introducción 

Como se describió en el Capítulo I, las Prxs son peroxidasas ubicuas de amplio 

espectro. Catalizan la reducción de peróxidos tales como peróxido de hidrógeno (H2O2), 

hidroperóxidos orgánicos y peroxinitrito, a través de la oxidación de un residuo de Cys 

(CysP), que se produce a una velocidad varios órdenes de magnitud mayor que para la 

Cys libre. Aunque esta reacción ha sido ampliamente estudiada en diferentes Prxs, las 

bases moleculares que subyacen la catálisis de reducción del peróxido llevada a cabo 

por estas enzimas, siguen siendo poco conocidas. 

Es importante destacar que el sitio activo de Prxs está altamente conservado (ver 

Figura I.6), y todas comparten una primera etapa del ciclo catalítico en la que el tiolato 

de CysP se oxida a ácido sulfénico: 

CysP-S
- + ROOH → CySOH + RO- (reacción IV.1) 

Este evento rápido, e interesante desde el punto de vista químico, consiste en una SN2 

sobre el átomo de oxígeno reactivo del peróxido. Por lo tanto, la pregunta clave sobre 

las bases moleculares de la capacidad catalítica de Prxs es entender cómo el 

microambiente del sitio activo de estas enzimas puede acelerar en el orden de 103-107 

veces la reducción de H2O2 (en términos de constantes de velocidad de segundo orden), 

en comparación con la reacción no catalizada, es decir, la de Cys libre en solución 

acuosa. En primer lugar, la reactividad rápida se atribuyó al bajo pKa de CysP, 

asegurando la disponibilidad de tiolato a valores de pH fisiológicos, sobre todo debido a 

un par de residuos estabilizadores de carga, Arg y Thr, muy conservados en el sitio 



124 
 

activo. Sin embargo, a este fenómeno sólo puede atribuirse una aceleración de hasta 

diez veces en la velocidad de reducción de H2O2 a pH 7,4.[1] Recientemente, por medio 

de un análisis estructural exhaustivo de miembros de diferentes subfamilias de Prxs, se 

ha obtenido una visión completa de la estructura del sitio activo y su interacción con el 

sustrato peróxido.[2] Además, los autores proponen un modelo de estado de transición 

(et), en el que la formación de una red compleja de enlaces de hidrógeno es responsable 

de la estabilización del et. Esta evidencia sugiere que todas las Prxs comparten el 

mecanismo de reducción de los hidroperóxidos. 

En este Capítulo se presenta una investigación del mecanismo de reacción de 

oxidación de Prxs, utilizando MtAhpE como modelo. Esta enzima es una Prx de 1-Cys 

que en solución se encuentra como un dímero.[3] El análisis estructural muestra la 

semejanza, no sólo en el nivel de secuencia, sino también desde un punto de vista 

estructural, del sitio activo de esta Prx con otras proteínas de la familia.[3] Previamente, 

se ha llevado a cabo una completa caracterización cinética,[4,5] encontrando que 

MtAhpE reduce H2O2 con una constante de velocidad igual a 8.2 x 104 M-1s-1 a pH 7.4 y 

25ºC. La razón de nuestra elección es que -más allá de poder obtenerla en forma 

recombinante y tener puesto a punto el protocolo de purificación- MtAhpE muestra 

cambios en la intensidad de fluorescencia intrínseca que se producen durante la 

oxidación proteica, facilitando las determinaciones cinéticas directas, que no son 

posibles en la mayoría de los otros casos, y para las que se necesitan enfoques 

indirectos.[6] Por otro lado, la reducción de H2O2 por esta enzima es mucho más rápida 

que para la Cys libre, pero aun así, no es tan rápida como para impedir la realización de 

experimentos cinéticos muy precisos utilizando metodologías de flujo detenido. Este 

hecho nos permite determinar los parámetros termodinámicos de activación para la 

oxidación de la enzima, lo que no ha realizado antes para ninguna proteína de la familia. 
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Además, también se utilizó un enfoque teórico con el fin de identificar y caracterizar las 

bases moleculares capaces de explicar la capacidad catalítica de estas enzimas. En 

concreto, se calculó el perfil de energía libre para la reacción, por medio de métodos 

QM/MM con un esquema de muestreo umbrella sampling, de forma similar a lo 

descripto en el Capítulo anterior. 

IV.2 Métodos experimentales 

Expresión y purificación de proteínas. 

MtAhpE se expresó en Escherichia coli BL21 (DE3) (vector de expresión 

pDEST17) como proteína recombinante marcada con His y se purificó como se ha 

descrito previamente.[3] La enzima fue reducida inmediatamente antes de ser utilizada, 

por incubación durante 30 min en frío en presencia de 2 mM de DTT. En caso de ser 

necesario, el exceso de reductor fue removido por cromatografía de exclusión molecular 

utilizando una columna de desalado Hi-Trap (Amersham Bioscience). La concentración 

de proteína se determinó espectrofotométricamente a 280 nm, utilizando un coeficiente 

de absorción molar de 23950 M-1cm-1, calculado de acuerdo con la secuencia de la 

proteína utilizando la herramienta ProtParam en ExPASy, 

http://web.expasy.org/protparam/. La determinación de tioles se realizó mediante la 

técnica de Ellman.[7] Todos los experimentos se realizaron en buffer fosfato de sodio 

100 mM con 0,1 mM de DTPA a pH 7,4 y 25ºC, a menos que se indique lo contrario.  

Determinación de los parámetros termodinámicos de activación de la oxidación de 
MtAhpE por H2O2 

Las constantes de velocidad de la oxidación MtAhpE por H2O2 a diferentes 

temperaturas se determinaron aprovechando la disminución de la intensidad de 

fluorescencia intrínseca de la enzima que se produce tras su oxidación, como se 

describió anteriormente.[4] MtAhpE se redujo por incubación con ditiotreitol (DTT) 1 

http://web.expasy.org/protparam/
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mM durante 30 minutos a 4ºC. El exceso de agente reductor se eliminó por filtración en 

gel utilizando una columna HiTrap (Amersham Bioscience). La MtAhpE reducida 

(1ȝM) se mezcló rápidamente con exceso de concentración de H2O2 (8, 20, 40, 60 µM) 

en buffer fosfato de sodio (0,1 M) más 0,1 mM de DTPA, pH 7,4, utilizando un 

espectrofluorímetro de flujo detenido a diferentes temperaturas (que van desde 10ºC a 

37ºC), y siguiendo la disminución total de intensidad de fluorescencia (λex = 295 nm). 

Las constantes de velocidad observadas fueron determinadas por ajuste de los datos 

experimentales a curvas exponenciales individuales. De las pendientes de los gráficos 

de constantes de velocidad observadas en función de la concentración de H2O2, se 

calcularon las constantes de velocidad de segundo orden a diferentes temperaturas. En 

esta reacción, el tiolato de MtAhpE y el peróxido protonado son las especies reactivas. 

Dado que el valor de pKa del residuo CysP en MtAhpE ha sido determinado en 5,2 a 

25ºC,[4] y el valor de pKa de H2O2 es 11,7[8], más del 99% del tiol se encuentra como 

tiolato y del peróxido está protonado a pH 7,4, y por lo tanto, las constantes de 

velocidad medidas a pH 7,4 son iguales a las constantes de velocidad independientes del 

pH, de acuerdo con la ecuación III.1 (ver Capítulo anterior). La energía de activación 

(Ea) de la reacción se obtuvo por ajuste de los datos obtenidos a la ecuación de 

Arrhenius. La entalpía (∆H‡) y la entropía de activación (∆S‡) se obtuvieron a partir de 

la pendiente y la ordenada al origen de la curva de Eyring, respectivamente. 

IV.3 Métodos computacionales 

Detalles de las simulaciones de dinámica molecular clásica. 

La estructura cristalina del dímero de MtAhpE (PDBid: 1XXU)[3] fue utilizada 

como estructura de partida. La CysP se configuró en su forma deprotonada. El sistema 

se colocó en una caja octaédrica pre-equilibrada de 25 Å de radio con moléculas de 

agua TIP3P.[9] Todos los parámetros de los residuos utilizados corresponden al campo 
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de fuerza Amber parm99, con excepción de los correspondientes en la molécula de 

H2O2, que fueron desarrollados por un procedimiento estándar: las cargas parciales se 

computaron utilizando el modelo de potencial electrostático restringido (RESP por sus 

siglas en inglés) y cálculos de estructura electrónica por DFT con el funcional PBE. Las 

distancias y los ángulos de equilibrio, así como las constantes de fuerza, se calcularon 

utilizando los mismos métodos utilizados para los cálculos de cargas. Todas las 

simulaciones se realizaron en condiciones periódicas de contorno con un valor de corte 

de 15 Å y el método de sumas de Ewald (PME) para el tratamiento de las interacciones 

electrostáticas. Las longitudes de enlace de hidrógeno se mantuvieron en su distancia de 

equilibrio utilizando el algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presión se 

mantuvieron constantes con un termostato y baróstato de Langevin, respectivamente, tal 

como se aplica en el programa AMBER.[10] 

En el caso de MtAhpE libre –es decir, sin peróxido en el sitio activo-, el protocolo 

de equilibración consistió en (i) termalizar lentamente todo el sistema de 0 a 300 K 

durante 20 ps a volumen constante, con restricciones armónicas de 80 kcal mol-1A-2 para 

todos los átomos Cα y (ii) equilibrando la presión de todo el sistema simulado durante 1 

ns a 300 K con los mismos átomos restringidos. Después de estos dos pasos, se realizó 

una simulación de DM de 50 ns sin restricciones a temperatura constante (300 K). El 

dockinga del peróxido al sitio activo de la enzima se llevó a cabo por conversión de una 

molécula de agua seleccionada dentro del sitio activo en una molécula de H2O2. 

Después de realizar el mismo protocolo de equilibrio descrito anteriormente, se realizó 

una simulación de DM de 20 ns restringiendo la distancia S-OA a valores menores que 6 

Å. 

                                                           
a
 El término docking se utiliza para describir el proceso computacional para predecir o generar una 

conformación de una molécula, al estar unida a otra 
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Detalles de las simulaciones de dinámica molecular QM/MM  

Las simulaciones QM/MM se realizaron utilizando el código desarrollado en el 

grupo de trabajo descrito en el Capítulo II,[11] con protocolos y parámetros similares a 

los utilizados para las reacciones en solución acuosa (Capítulo III). El sistema QM 

consiste en la molécula de H2O2 y las cadenas laterales de los residuos Cys45 y Arg116 

(ver Figura IV.2). Para la región QM, los cálculos se realizaron en el nivel de 

aproximación de gradiente generalizado (GGA), utilizando la combinación de 

funcionales PBE de intercambio y correlación, con una base dzvp para la expansión de 

los orbitales de un electrón.[12] La densidad electrónica también se expandió en un 

conjunto de bases auxiliar y los coeficientes para el ajuste se computaron minimizando 

el error en la energía de repulsión de Coulomb. Con el objeto de explorar la energía 

libre y el mecanismo de la reacción, empleamos un esquema de muestreo umbrella 

sampling, eligiendo como coordenada de reacción la diferencia entre las distancias OA-

OB y S-OA (ver Figura IV.2), que fue muestreada de -1.7 a 1.4 Å, dividido en 32 

ventanas de simulación, utilizando un potencial armónico con una constante de 200 kcal 

mol-1A-2. Las configuraciones iniciales se generaron a partir de equilibraciones 

preliminares clásicas de 1 ns en la que el soluto se trató clásicamente como un sistema 

rígido, seguido por una simulación QM/MM de 2 ps. Para cada ventana, las 

simulaciones QM/MM de producción se llevaron a cabo durante al menos 10 ps. Se 

empleó el algoritmo de Verlet para integrar las ecuaciones de Newton con un intervalo 

de tiempo de 1 fs. Durante las simulaciones, la temperatura se mantuvo constante a 300 

K usando el termostato Langevin. 
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IV.4 Resultados y discusión 

IV.4.1 Parámetros termodinámicos de activación 

La dependencia con la temperatura de la velocidad de reducción de H2O2 por 

MtAhpE a pH 7,4, se presenta en la Figura IV.1. Como se ha descrito previamente,[4] la 

enzima cataliza la reacción ~ 6 x 104 más rápido en términos de constantes de velocidad 

aparentes a pH 7,4 y ~ 5 x 103 más rápido en términos de constantes de velocidad 

independientes del pH, en comparación con la reacción con Cys libre a 25°C.[13]  

 

Figura IV.1. Dependencia con la temperatura de la reducción de H2O2 por MtAhpE a pH 7,4. a) 

kobs (s
-1) en función de la concentración de H2O2 a T=9.5, 17, 25, 31 y 37°C; b) Gráficos de 

Arrhenius y Eyring (inserto) construidos a partir de la información de a. Las figuras 

corresponden a un único experimento que fue repetido 3 veces con resultados prácticamente 

idénticos.  

Tabla IV.1. Constantes cinéticas de segundo orden y parámetros termodinámicos de activación 

para la reducción de H2O2 por Cys libre o por la Cys reactiva de MtAhpE. Las desviaciones 

estándar se muestran para los valores que se encuentran disponibles. 

 k2 (M
-1s-1) 

Eact (kcal 
mol-1) 

ΔH‡ (kcal 
mol-1) 

ΔS‡(cal K-1 
mol-1) 

ΔG‡ (kcal 
mol-1) 

Cys librea 14.9 17.0 16.4 (0.3) 1.7 (1.1) 15.9 

MtAhpE-
CysP 

8.2 x 104 
(1.5) 

5.7 (0.7) 4.8 (0.5) -19.1 (1.9) 10.5 

a Información tomada de referencia [13] 
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Sorprendentemente, el análisis de los parámetros termodinámicos de activación en 

comparación con los obtenidos para Cys libre (Tabla IV.1), ilustran que la disminución 

de ΔG‡ se explica por medio de dos términos opuestos; si bien esta Prx es capaz de 

disminuir en gran medida ΔH‡ −que es casi cuatro veces menor en presencia de la 

enzima que en solución−, la contribución entrópica desfavorable (-TΔS‡ = 5,7 ± 0,7 kcal 

mol-1), significa que el término -TΔS‡ represente más de 50% del total de ΔG‡ a 25 °C. 

Esto puede indicar que el sitio activo de Prxs está diseñado para mejorar 

significativamente la interacción con el et de la reacción, que deriva en un et muy 

ordenado (como se describe a continuación), causando una disminución neta de ΔG‡. 

IV.4.2  Determinantes moleculares de la catálisis en MtAhpE 

Previo a la exploración del perfil de energía libre de la reacción, el estudio de la 

estructura y el comportamiento dinámico del dímero MtAhpE se realizó por medio de 

simulaciones clásicas de DM. Como ocurre en todas las Prxs, CysP se ubica en el 

extremo N-terminal de la hélice α2 en la parte inferior del sitio activo y la carga 

negativa de su tiolato se estabiliza principalmente por residuos conservados de Thr y 

Arg (Thr42 y Arg116 en MtAhpE). En particular, la Arg116 se posiciona fuertemente hacia 

CysP a través de la interacción con otros dos residuos: la Glu48 mayormente conservada 

y el esqueleto de Pro135. Aunque la CysP se encuentra en la base del sitio, el tiolato 

muestra una significativa solvatación, ya que no es un sitio activo hidrofóbico. Por otra 

parte, en presencia de H2O2 en el complejo de Michaelis (estado reactivo, er), 2-3 

moléculas de agua también están presentes, pero el grupo tiolato pierde parte de la 

solvatación (ver Figura IV.2).  

El er se caracteriza por una fuerte interacción de tipo enlace de hidrógeno entre S 

y OA, con un ángulo S-OA-OB de ~90° (Ver Figuras IV.3 y tabla IV.2). Además de la 
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interacción entre el átomo de azufre de CysP y H2O2, el peróxido se encuentra en esta 

posición particular en el interior del sitio activo, debido a dos enlaces de H débiles con 

el átomo de N de la amida de CysP y con N3 de Arg116. Una comparación de este 

complejo de Michaelis con el obtenido por cristalografía de rayos X en la TPx de 

Aeropyrum pernix (la única estructura determinada experimentalmente de una Prx con 

H2O2 en su sitio activo),[14] muestra algunas diferencias sutiles; aunque el peróxido se 

mantiene por interacciones muy similares en ambos casos, el complejo ApTPx:H2O2 

presenta una distancia S-OA un poco más larga y un ángulo S-OA-OB cuasi-lineal. Estas 

diferencias son posiblemente atribuibles a que como fue discutido por Hall y 

colaboradores,[2] el modelo obtenido para el complejo ApTPx:H2O2 corresponde a una 

situación con ~75% de los cristales en estado reactivo y el 25% restante como producto. 

 

Figure IV.2. Correlación radial entre el átomo de S de CysP y los oxígenos de moléculas 

de agua para la enzima libre (negro) y para el sitio activo ocupado por H2O2 (rojo). En línea 

punteada se muestra también la integración de las mismas. 

Las simulaciones QM/MM con muestreo umbrella sampling se iniciaron a partir 

del er modelado clásicamente (ver Figura IV.3), y la reacción se consideró como una 

SN2, eligiendo como coordenada de reacción la diferencia entre las distancias OA-OB y 

S-OA. El perfil de energía libre obtenido se representa en la Figura IV.4. La reacción es 

claramente exergónica, con un cambio en la energía libre de reacción de alrededor de -
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38 kcal mol-1, también de acuerdo con la información para la reacción no catalizada.[15] 

Incluso aunque muestra una ΔG‡ de ~14 kcal mol-1, resultando en una sobreestimación 

modesta en comparación con la determinación experimental (véase la Tabla IV.1), 

representa una disminución de ~4 kcal mol-1 en comparación con lo mostrado en el 

capítulo previo para un tiolato modelo en solución acuosa, lo que es coherente con la 

determinación experimental de ΔΔG‡ = 5,4 kcal mol-1 y con el incremento de ~5000 

veces en la reactividad observada respecto a la reacción no catalizada. 

 

Figure IV.3. Representación del complejo MtAhpE:H2O2, junto con una representación 

esquemática del subsistema cuántico, i.e. las cadenas laterales de Cys45 y Arg116 y la molécula 

de H2O2. Código de colores: H, blanco; C, celeste; O, rojo; N, azul; S, amarillo. Los átomos link 

se muestran en gris. 

Como se discutió anteriormente, este esquema de simulación permite obtener una 

visión microscópica del mecanismo de reacción, así como una descripción detallada de 

las propiedades del sistema en diferentes etapas del proceso. Según lo propuesto por 

Hall y colaboradores,[2] la reacción consiste, al menos en las primera etapas, en una 

sustitución SN2 bimolecular simple, con S como nucleófilo y OA como electrófilo. El 

conjunto de factores moleculares que determina la catálisis puede ser interpretado en el 

marco teórico de la estabilización del et,[16] para lo cual una descripción detallada del 

comportamiento del et es de gran importancia. 
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Figure IV.4. Perfil de energía libre (kcal/mol) para la reducción de H2O2 por MtAhpE. Nótese 

que la coordenada de reacción elegida (Å) es la diferencia entre las distancias S-OA y OA-OB. 

 

Figure IV.5. Estructuras representativas del sitio activo en estado de reactivos (a) y productos 

(b) obtenidas mediante las simulaciones de dinámica QM/MM. 

En primer lugar, como se esperaba para este tipo de sustituciones, el et es casi 

"lineal", con un ángulo (S-OA-OB) de ~160°, donde el enlace peroxidático está 

prácticamente roto y el enlace S-OA está en proceso de formación (véase la Figura IV.5 

y la Tabla IV.2). El acercamiento y la alineación de los átomos de oxígeno del peróxido 

con el tiolato, es guiado por cambios en las interacciones entre H2O2 y la enzima que se 

describieron para el er. En el et, OA se localiza por un fuerte enlace de H con el átomo 

de N de la amida de CysP y por la interacción con Arg116. Esta Arg116 junto con la Thr42, 
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retienen el átomo de S en la posición reactiva. OB queda por fuera del bolsillo e 

interactúa con moléculas de agua. De hecho, los residuos del sitio activo presentan una 

compleja red de enlaces de H intra e intermoleculares (Figura IV.5). Si bien Nagy y 

colaboradores informaron que un segundo residuo de Arg conservado en algunas 

familias de Prx (Prx1, Prx6 y AhpE), jugaría un papel clave en la catálisis,[17] el papel 

de este último residuo es objeto de debate.[2,18] Estas simulaciones indican que si hay 

un papel de esta segunda Arg es indirecto, ayudando en la construcción de la 

arquitectura del sitio activo. Las interacciones fuertes con los residuos Arg116 y Thr42 

son las principales responsables de la estabilización del et y la concomitante reducción 

significativa de ΔH‡, que a su vez resulta en una disminución en ΔG‡, a pesar de la 

contribución entrópica desfavorable. 

 

Figure IV.6. Dos vistas de una estructura representativa del sitio activo en el estado de 

transición obtenidas mediante las simulaciones de dinámica QM/MM. 

Similarmente a como se describió en el capítulo previo, la reacción es conducida 

por la tendencia de un átomo de oxígeno del peróxido que está ligeramente cargado a 

ser aún más negativo, por lo tanto, el sistema debe experimentar una significativa 

redistribución de carga. La dependencia de las poblaciones de Mulliken de los átomos 

pertinentes en la reacción se muestra en la Figura IV.7. Al mismo tiempo que el átomo 
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de S pierde carga negativa, su carga es adquirida por los dos átomos OA y OB. El 

conjunto de interacciones descritas anteriormente, guía este proceso, lo que permite que 

la redistribución de carga tenga lugar con un costo energético menor en comparación 

con la reacción en solución acuosa. 

Tabla IV.2. Evolución de los parámetros estructurales relevantes durante la reacción. Los 

valores son calculados como el promedio de dicha propiedad durante la simulación QM/MM 

correspondiente a cada estado (er, et, ep). Distancias en angstroms, ángulos y diedros en grados. 

parámetro estructural er et ep 

distancia (SP-OA) 3.08 2.31 1.67 

distancia (OA-OB) 1.48 1.91 2.76 

ángulo (SP-OA-OB) 94.1 161.6 114.2 

distancia (OB-H t) 1.94 2.00 1.01 

diedro (OA-SP-N2-N3) -1.4 8.1 -73.9 

distancia (SP-N2) 3.38 3.28 4.58 

distancia (SP-N3) 3.32 3.48 3.43 

distancia (SP-Oalcohol Thr42) 3.01 3.07 4.19 

distancia (OA-N3) 3.81 3.22 2.58 

distancia (OB-N3) 3.20 4.03 4.68 

distancia (OA-Namida Cys45) 3.08 2.31 1.67 

distancia (N2-Ocarboxilico Glu48) 3.99 3.85 3.77 

distancia (N2-OPro135) 2.80 2.78 2.85 

 

Después de que el sistema ha alcanzado el et, se produce una transferencia de 

protón de OA a OB, como se informó anteriormente para la oxidación de tiolato modelo 

de bajo peso molecular por H2O2.[15] Por lo tanto, la reacción produce la oxidación de 

CysP a la forma deprotonada del ácido sulfénico (CysP-SO
-) y una molécula de agua. El 

estado de productos (ep) se caracteriza por importantes cambios en el microambiente 

del sitio activo, la Arg116 se mueve dentro del sitio activo con el fin de mantener los 

contactos con los átomos de S y OA, la cadena lateral de CysP-SO
- recién oxidada pierde 
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su interacción con Thr42 y la carga negativa concentrada en el átomo de OA está 

estabilizada por Arg116 (tanto que un protón puede ser considerado como "compartido" 

por estos dos residuos) y la fuerte interacción con el N amida y las aguas que llenan el 

bolsillo (véase la Figura IV.4). 

 

Figure IV.7. Evolución de las poblaciones de Mulliken (e) de S (negro), OA (rojo) y OB 

(azul), en función de la coordenada de reacción. 

IV.5 Conclusiones 

En resumen, los cálculos sostienen la idea de un mecanismo de tipo sustitución 

nucleófilica bimolecular SN2, con una transferencia de protón interna. No se observó 

evidencia de catálisis ácido-base. Por lo tanto, la extraordinaria capacidad catalítica de 

estas enzimas en la reducción de peróxido de hidrógeno no está relacionada con un 

cambio en el mecanismo general en comparación con la misma reacción en solución 

acuosa. El poder de las Prxs radica en su capacidad para estabilizar el et más que el er, 

debido a su diseño del sitio activo, que es capaz de ensamblar una compleja red de 

enlaces de H activando ambas especies reactivas, es decir CysP y el sustrato peróxido. 

En particular, la evidencia sugiere que los residuos de Arg y Thr presentes en el sitio 

activo −y conservados en toda la familia Prx−, son los máximos responsables de esta 

estabilización diferencial. La importancia de estos residuos en la catálisis ha sido 
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testeada por mutagénesis sitio dirigida en otros miembros de la familia.[19] Los 

parámetros de activación determinados experimentalmente están en buen acuerdo con 

este tipo de estabilización del et e indican que la gran disminución del ΔG‡ en 

comparación con la reacción no catalizada, puede ser explicada sobre todo por el 

término entálpico, cuya disminución es tan importante que es capaz de superar la 

desfavorable contribución entrópica.   
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V SELECTIVIDAD POR SUSTRATO OXIDANTE EN 
MtAhpE 

V.1 Introducción 

En capítulos anteriores se presentó y ahondó en aspectos importantes de la 

función, estructura, dinámica y catálisis en Prxs. En esta parte del trabajo se 

profundizará sobre un aspecto diferente en el conocimiento de esta familia de enzimas, 

relacionado con la variabilidad que presentan los miembros de esta familia en la 

velocidad con la que catalizan la reducción de distintos peróxidos, brindándole a las 

diferentes subfamilias de estas proteínas especificidad por el sustrato oxidante 

particulares.  

Las Prxs catalizan la reducción de diferentes peróxidos tales como el peróxido de 

hidrógeno, los hidroperóxidos orgánicos y peroxinitrito.[1,2] Los tiolatos de bajo peso 

molecular, así como los tiolatos de proteínas no peroxidáticas, son más reactivos hacia 

peróxidos con menor pKa en su grupo saliente.[3] Por el contrario, la selectividad por 

peróxidos difiere entre subfamilias de Prxs. Por ejemplo, se han reportado que las 

constantes de velocidad para la reducción de H2O2 y ONOOH por el tiolato de CysP de 

la subfamilia Prx1-AhpC (Prxs de 2-Cys típicas) son similares o incluso superiores para 

H2O2, a pesar de ser OH- un peor grupo saliente que nitrito.[4-8] Por otra parte, la 

reducción de ácido peroxinitroso por HsPrxV es ~103 veces más rápida que la reducción 

de H2O2, de acuerdo con la tendencia esperada mencionada anteriormente. Sin embargo 

en esta subfamilia, la reducción de hidroperóxidos artificiales orgánicos, como el ter-

butilhidroperóxido  (t-BuOOH) y el derivado de cumeno (CumeneOOH), es mucho más 

rápida de lo esperado de acuerdo a los pKas de los alcoholes correspondientes.[9,10] 

Estos hidroperóxidos orgánicos también resultaron ~ 100 veces más reactivos que H2O2 

en los miembros de la subfamilia tiol peroxidasa (Tpx).[11] En las dos subfamilias, 
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PrxsV y Tpx, el aumento de reactividad hacia hidroperóxidos orgánicos se ha 

relacionado con la presencia de un collar hidrofóbico de cadenas laterales apolares 

alrededor del sitio activo que podría interactuar mejor con estos sustratos,[12] como fue 

sugerido inicialmente a partir de la estructura cristalográfica de HsPrxV co-cristalizada 

con benzoato en estrecha cercanía al bolsillo del sitio activo.[13] Sin embargo, las bases 

moleculares de la especificidad de sustrato oxidante en Prxs, así como en otras 

peroxidasas dependientes de tioles,[14] no han sido determinadas aún. 

 

Figura V.1. Gráfico de Brønsted de la oxidación de MtAhpE con varios oxidantes. Se muestra 

la relación entre el logaritmo de la constante de segundo orden independiente del pH con 

respecto al pKa del ácido conjugado del grupo saliente de la reacción. Los peróxidos que se 

muestran son ONOOH (grupo saliente NO2
-), HCO4

- (grupo saliente CO3
-), CumeneOOH 

(grupo saliente CumeneO-), H2O2 (grupo saliente OH-) y t-BuOOH (grupo saliente t-BuO-). Se 

muestra también como los hidroperóxidos derivados de ácidos grasos (grupo saliente AG-O-) no 

se comportan dentro de la tendencia esperada (rojo). Modificada de referencia [15]. 

En el caso de MtAhpE, la velocidad de reacción con hidroperóxidos derivados de 

ácidos grasos es extremadamente rápida, con constantes de velocidad del orden de 108 

M-1s-1, siendo 103-104 veces mayor que para H2O2.[15,16] Esta reactividad con 

hidroperóxidos de ácidos grasos no concuerda con la esperada según el pKa del grupo 

saliente (ver plot de Brønsted en la Figura V.1), considerando que si bien los pKa de los 



141 
 

alcoholes de estos ácidos grasos no han sido determinados, no deberían ser 

significativamente distintos a los de otros alcoholes alifáticos (>10).[17]  

En base a la estructura informada de la enzima,[18] se sugirió que un surco 

hidrofóbico superficial presente en la interfaz entre las subunidades de la enzima 

dimérica, podría facilitar la interacción de MtAhpE con este tipo de hidroperóxidos.[15] 

En las siguientes secciones se presenta una combinación de experimentos de cinética y 

equilibrio, junto con simulaciones computacionales clásicas e híbridas QM/MM, con el 

fin de comprender a nivel molecular la selectividad de MtAhpE por sus sustratos 

oxidantes.  

V.2 Métodos experimentales 

Reactivos 

El sulfonato de 1-anilino-8-naftaleno (ANS) proviene de Molecular Probes. El 

DTT y el DTPA fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. El ácido 12S-hidroperoxi-5Z, 8Z, 

10E, 14Z-eicosatetraenoico-5,6,8,9,11,12,14,15-d8 (12-HpETE), 4-hidroxi-2E-nonenal 

(4-HNE) y 4-hidroperoxi-2E-nonenal (4-HpNE) se obtuvieron de Cayman Chemicals. 

La expresión, purificación y reducción de MtAhpE se realizó como fue descripto en el 

Capítulo anterior. Todos los experimentos se realizaron en buffer fosfato de sodio 100 

mM con 0,1 mM de DTPA a pH 7,4 y 25ºC, a menos que se indique lo contrario. 

Mediciones cinéticas de oxidación MtAhpE 

Las constantes de velocidad de oxidación de MtAhpE por 4-HpNE y 12-HpETE 

se determinaron siguiendo la disminución de intensidad de fluorescencia intrínseca 

proteica (λexc = 2λ5 nm), que se produce durante la oxidación.[16] La MtAhpE 

reducida típicamente 0,1 µM se mezcló rápidamente con hidroperóxido en exceso 

usando el equipo de flujo detenido (Applied Photophysics SX20) como se describió 
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previamente. Las constantes de velocidad observadas de disminución de fluorescencia 

(kobs) se determinaron mediante el ajuste de una función monoexponencial a los datos 

experimentales, y las constantes de velocidad de segundo orden para las reacciones 

fueron obtenidas a partir de la pendiente de la recta del gráfico kobs versus concentración 

de peróxido. Como 4-HpNE es un aldehído, que podría reaccionar como un electrófilo 

con Cys u otros residuos nucleofílicos en las proteínas,[19] se realizaron experimentos 

de control de mezcla MtAhpE con 4-HNE. Para obtener los parámetros termodinámicos 

de activación de oxidación de MtAhpE por 12-HpETE, se realizó el experimento a 

cuatro temperaturas diferentes (que van de 8ºC a 25ºC). El rango de temperatura se 

limitó entre 8-25º C debido al hecho de que las velocidades de reacción son demasiado 

rápidas para ser seguidas en este equipo de flujo detenido (tiempo de mezcla <1,1 ms) a 

temperaturas más altas. La entalpía (∆H‡) y la entropía (∆S‡) de activación se 

obtuvieron de la pendiente y la ordenada al origen de la curva de Eyring, 

respectivamente, utilizando un análisis de datos basado en la ecuación de Eyring. 

Ensayos fluorimétricos con ANS 

Las mediciones de fluorescencia se realizaron utilizando un espectrofluorómetro 

Jasco FP-6500 con una cubeta de cuarzo de 3 ×3 mm. Los anchos de banda de 

excitación y de emisión se fijaron en 4 nm. La excitación se realizó a 295 nm para 

excitar los residuos triptófano (Trp) de la proteína y/o a 380 nm para excitar al ANS. La 

eficiencia de la transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET) se evaluó 

mediante la determinación de la intensidad de fluorescencia total de los residuos de Trp 

de MtAhpE (en presencia de DTT 1 mM) después de añadir concentraciones crecientes 

de ANS. El experimento se repitió a tres concentraciones diferentes de MtAhpE (1,5 

µM, 3 µM y 8 µM). Asumiendo un modelo de n sitios de unión idénticos y no 

interactuantes, la disminución relativa de fluorescencia total puede ser descrita por: 
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 (ecuación V.1, ver Apéndice I) 

donde F es la fluorescencia total, F0 corresponde a la intensidad de fluorescencia de 

MtAhpE en ausencia de ANS, Ka es la constante de asociación, n es el coeficiente 

estequiométrico de ANS por monómero de MtAhpE y x = [ANS]T/[AhpE]T. Esta 

ecuación fue inicialmente ajustada de forma independiente para cada concentración de 

MtAhpE, y después se realizó un ajuste global (donde la ecuación V.1 se ajustó a todo 

el conjunto de datos). No se observaron diferencias significativas entre los dos ajustes. 

V.3 Métodos computacionales 

Docking y dinámica molecular clásica 

La estructura cristalina del dímero MtAhpE en el estado reducido (PDBid: 

1XXU)[18] fue utilizada como estructura de partida. Se configuró CysP (pKa = 5,2)[16] 

en la forma desprotonada reactiva. El sistema fue solvatado con las moléculas de agua 

TIP3P utilizando el método habitual, en una caja octaédrica de 12 Å de dimensión.[20] 

Todos los parámetros de los residuos utilizados corresponden al campo de fuerza 

AMBER parm99,[21] a excepción de los sustratos de peróxido, que fueron 

desarrollados por un procedimiento estándar. Las cargas parciales se calcularon 

utilizando el método de potencial electrostático restringido (RESP) y los cálculos DFT 

de estructura electrónica con el funcional PBE y el conjunto de bases dzvp. Las 

distancias y ángulos de equilibrio, así como las constantes de fuerza, se calcularon 

utilizando los mismos métodos y conjunto de bases utilizados para el cálculo de las 

cargas. 

Con el fin de obtener las estructuras iniciales del complejo MtAhpE:peróxido, se 

realizó un experimento de docking sesgado[22] para el sustrato 15-HpETE utilizando la 
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información obtenida previamente para la interacción de H2O2 en el sitio activo de la 

enzima (ver Capítulo IV). Por lo tanto, la posición del grupo peróxido fue fijada y sobre 

el resto de la molécula se realizó el docking. Las estructuras iniciales para los complejos 

MtAhpE:t-BuOOH y MtAhpE:4-HpNE se obtuvieron a partir de estructuras 

termalizadas del complejo MtAhpE:15-HpETE. Todas las simulaciones se realizaron 

bajo condiciones periódicas de contorno utilizando el método de partículas de Ewald 

(PME) para el tratamiento de las interacciones electrostáticas con un valor de corte de 

10 Å. Las longitudes de enlace de hidrógeno se mantuvieron en su distancia de 

equilibrio utilizando el algoritmo SHAKE, mientras que la temperatura y la presión se 

mantuvieron constantes con un termostato y barostato de Langevin, respectivamente, tal 

como se aplica en el programa AMBER. En todos los casos, el sistema se optimizó 

durante 1000 pasos. Luego, se termalizó lentamente de 0 K a 300 K durante 20 ps a 

presión constante, con el termostato de Berendsen, y la presión se equilibró a 1 bar por 

5 ps. Después de estos dos pasos, se realizó una simulación de DM de 10 ns a 

temperatura (300 K) y volumen constante. También se realizaron simulaciones de DM 

en el ensemble NTP para cada sustrato libre (es decir, 15-HpETE, 4-HpNE, t-BuOOH y 

H2O2). Posteriormente, se realizaron dos trayectorias de 100 ns en las que se aplicó una 

restricción “tipo muro” para las distancias entre el átomo de azufre y el átomo de 

oxígeno peroxidático a un valor menor a 3,5 o a 10 Å. Los cálculos de energía libre de 

asociación se realizaron en el nivel MM/GBSA,[23] seleccionando 200 estructuras con 

una distancia entre los átomos reactivos menor o igual a 3,5 Å. Se utilizó el mismo 

conjunto de estructuras para calcular la diferencia en el área superficial accesible al 

solvente (SASA) tras la unión de los sustratos, definidos como: 

: ( )MtAhpE ROOH MtAhpE ROOHSASA SASA SASA SASA      (ecuación V.2) 
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Simulaciones híbridas QM/MM  

Las simulaciones QM/MM se llevaron a cabo con idénticos protocolos y 

parámetros a los que se describieron en el Capítulo IV. El sistema QM consistió en el 

motivo H3COOH del 15-HPETE (dos de los átomos de H del grupo metilo son link 

atoms) junto con las cadenas laterales de la Cys45 (CysP) y la Arg116. Se empleó el 

método de posición escalada para describir los límites QM/MM.[24]  

Para determinar el perfil de energía libre y el mecanismo de reacción, se empleó 

un esquema de muestreo umbrella sampling, eligiendo como coordenada de reacción la 

diferencia entre las distancias OA-OB y SP-OA, que fue muestreada de -1,7 a 1,2 Å, 

dividida en 31 ventanas de simulación. 

V.4 Resultados y discusión 

V.4.1 Reducción de peróxidos por MtAhpE 

Con el fin de evaluar si la reactividad de los hidroperóxidos derivados de ácidos 

grasos depende de la longitud de la cadena alifática, se determinó la constante de 

velocidad de segundo orden de la reducción de 4-HpNE por MtAhpE, como se hizo 

previamente para una variedad de sustratos.[15,16] En el tiempo característico de 

oxidación por el hidroperóxido no se observó reacción con 4-HNE (ver Figura V.2,a). 

Esto es consistente con el hecho de que las reacciones de residuos de Cys con este 

electrófilo son mucho más lentas, y, por ejemplo, la constante de velocidad de 

oxidación de la única Cys libre en albúmina de suero humano se ha reportado como 30 

M-1s-1.[25] El cambio de fluorescencia intrínseca de la enzima en el transcurso del 

tiempo se muestra en la Figura V.2,a, junto con la dependencia de la constante de 

velocidad observada con la concentración de hidroperóxido (Figura V.2,b). 
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Figura V.2. Cinética de oxidación de MtAhpE por 4-HpNE. a) Las mediciones en flujo 

detenido de los cursos temporales de oxidación se realizaron en presencia de buffer 100 mM 

NaPi pH 7.4 más 0.1 mM DTPA y 25ºC. Las kobs se determinaron a partir del ajuste de 

funciones monoexponenciales a los datos experimentales. En rojo se muestra un curso temporal 

de la mezcla con 4-HNE, demostrando que en el tiempo de incubación no se produce cambio de 

intensidad de fluorescencia. b) Dependencia de kobs con la concentración de 4-HpNE. 

Tabla V.1. Resumen de las constantes de oxidación de MtAhpE por diferentes hidroperóxidos. 

Referencia 
k (M-1s-1) 

 pH 7.4, 25°C 
Hidroperóxido 

[16] 8.2 x 104 H2O2 

[16] 1.9 x 107 ONOOH 

[15] 8.0 x 103 t-BuOOH 

[15] 4.0 x 104 CumeneOOH 

esta tesis 6.0 x 107 4-HpNE 

[15] 1.8 x 108 15-HpETE 

esta tesis 3.5 x 108 12-HpETE 

[15] 2.7 x 108 
hidroperóxidos derivados 

del ácido α-linolénicoa 
a mezcla de hidropéroxidos formados por la reacción catalizada por lipooxigenasa 

La constante de velocidad de segundo orden resultó de (6,0 ± 0,1) x 107 M-1s-1, 3 

veces menor que las determinadas para 15-HpETE,[15] pero 3 ~ 4 órdenes de magnitud 

mayor en comparación con la reactividad de H2O2, t-BuOOH o CumeneOOH 



147 
 

informadas anteriormente,[15,16] confirmando la significativa preferencia de esta Prx 

para este tipo de sustratos, y lo que sugiere que la longitud de la cadena alifática puede 

desempeñar un papel clave en la modulación de la reactividad, siendo mayor cuanto 

más larga es la cadena carbonada. Además, la posición del hidroperóxido en la cadena 

alifática no parece ser tan importante para la reactividad, ya que la oxidación MtAhpE 

por 12- y 15-HpETE ocurrió a velocidades similares (Tabla V.1). Una comparación de 

la constante de velocidad de la oxidación de CysP (kox) para un conjunto representativo 

de sustratos se presenta en la Tabla V.1. 

 

Figura V.3. Determinación de los parámetros de activación de la oxidación de MtAhpE por 12-

HpETE. Los parámetros de activación se determinaron a partir de este gráfico de Eyring a partir 

de las constantes de segundo orden determinadas a distintas temperaturas (valores promedio ± 

desvío estándar a partir de 3 experimentos distintos). Recuadro: kobs (s
-1) en función de la 

concentración de 12-HpETE a T=7.7°C (■), 15°C (▲), 18.λ°C (●) y 25°C (♦). 

La dependencia de la constante de velocidad de oxidación MtAhpE por 12-

HpETE con la temperatura se muestra en la Figura V.3. En la Tabla V.2 se reportan los 

parámetros termodinámicos de activación obtenidos por análisis de Eyring, en 
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comparación con aquellos determinados previamente para H2O2 (Capítulo IV). 

Curiosamente, la disminución neta de ∆G‡ para hidroperóxidos de alquilo se debe a un 

efecto entrópico, que compensa en exceso los valores observados para ∆H‡ en 

comparación con H2O2. Esto probablemente se debe a una sutil combinación de 

cambios en las interacciones proteína-hidroperóxido, la dinámica de la proteína (ver 

abajo) y los efectos del solvente. 

Tabla V.2. Parámetros de activación de la oxidación de MtAhpE por H2O2 y 12-HpETE. 

Hidroperóxido ΔH‡(kcal/mol) ΔS‡ (cal/Kmol) ΔG‡(kcal/mol) 

H2O2
a 4.8 ± 0.5 -19.1 ± 1.9 10.5 

12-HpETE 8.2 ± 0.3 8.0 ± 1.0 5.8 

a Información tomada del Capítulo IV 

 
V.4.2 Caracterización del surco hidrofóbico 

Una caracterización estructural y dinámica de la MtAhpE reducida muestra una 

región hidrofóbica expuesta en la interfaz de dimerización, que comprende cadenas 

laterales no polares de las dos subunidades, que a su vez han sido señaladas como 

posibles participantes en la interacción con hidroperóxidos de ácidos grasos en el 

complejo de Michaelis, localizando al peróxido en una conformación reactiva.[15] Con 

el fin de caracterizar este parche, se analizó la interacción de la enzima reducida con 

ANS.[26,27] Se ha demostrado que esta sonda fluorescente proporciona valiosa 

información sobre la existencia de bolsillos hidrofóbicos accesibles al solvente y con 

una carga positiva cercana.[27] Estos sitios de unión promueven el aumento del 

rendimiento cuántico del ANS con un corrimiento concomitante de su emisión hacia el 

azul. En concreto, sólo algunas proteínas nativas presentan este comportamiento; entre 

ellas podemos mencionar proteínas de membrana y proteínas de unión a ácidos grasos 
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(u otros ligandos hidrofóbicos).[28,29] Observamos inactivación de la fluorescencia 

intrínseca de la proteína con cantidades crecientes de ANS (Figura V.4, recuadro) y un 

aumento concomitante del rendimiento cuántico de la fluorescencia de ANS 

(información no mostrada), ambos fenómenos mostraron dependencia con la 

concentración de ANS. Utilizamos estas propiedades para determinar los parámetros de 

unión para esta interacción como se describe en Métodos. La Figura V.4 muestra las 

curvas de unión a tres concentraciones diferentes de proteína, para las que la ecuación 1 

se ajustó a cada serie de datos por separado y también a todo el conjunto de datos en un 

ajuste 3D, sin observar diferencias significativas. 

 

Figura V.4. Isotermas de unión de ANS a MtAhpE. Las curvas se determinaron a 25°C y pH 

7.4. La enzima 1.5 µM (■), 3 µM (●) y 8 µM (▲), se incubó con concentraciones crecientes de 

ANS. La dilución total se mantuvo siempre debajo del 15%. La disminución del rendimiento 

cuántico de fluorescencia de los Trps se detectó con un λexc = 295 nm y registrando los espectros 

entre 305 y 400 nm (recuadro). El descenso relativo de la fluorescencia se graficó en función de 

la relación [ANS]T/[MtAhpE]T. Se ajustó la ecuación V.I a los puntos experimentales, con 

parámetros globales de n = 1.04 ± 0.01 y Ka = (0.16 ± 0.02) µM-1. 

El análisis de las curvas de unión muestra una estequiometría de un equivalente de 

ANS por monómero de enzima con una constante de asociación termodinámica de (0,16 

± 0,02) µM-1. Estos resultados confirman la presencia de un parche hidrofóbico 

expuesto. Además, la constante de asociación medida está en el orden de las proteínas 
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de unión a ácidos grasos tales como sero-albúmina bovina (0,32 µM-1),[26] pero no 

dentro del rango de valores usualmente atribuidos a la unión de ANS a estados “glóbulo 

fundido” (1-5 x 10-2) ȝM-1,[30] lo que sugiere fuertemente la presencia de un sitio de 

unión bien definido. 

V.4.3 Bases moleculares de la interacción enzima-sustrato 

La interacción de diferentes sustratos (H2O2, t-BuOOH, 4-HpNE y 15-HpETE) 

con la enzima se estudió mediante simulaciones de DM de 100 ns, después de un 

docking molecular sesgado para obtener las estructuras de los complejos. El 

peroxinitrito no se incluyó en este análisis comparativo ya que hemos demostrado que la 

química y la reactividad de este peróxido podrían ser algo diferentes en comparación 

con los sustratos aquí analizados (Capítulo III). Por lo que se observó previamente para 

H2O2 en el complejo de Michaelis, el grupo peróxido interactúa directamente con los 

diferentes elementos estructurales del sitio activo de la enzima, generando una compleja 

red de enlaces de H que involucran principalmente a los residuos: CysP, Thr42 y Arg116. 

Estas interacciones localizan al electrófilo OA en contacto muy estrecho con el 

nucleófilo (SP), como se observó para los diferentes sustratos. No obstante, la porción 

"no reactiva" de los sustratos de cadena más larga que interactúan con la enzima, 

también pueden desempeñar un papel importante en la reactividad diferencial observada 

(efecto Circe).[31-33] Además, como la reactividad se correlaciona con la longitud de la 

cadena alifática de los hidroperóxidos, se analizó cómo esta característica estructural 

podría modificar la interacción con los sustratos. Una comparación del comportamiento 

de estos hidroperóxidos se presenta en la Figura V.5. 
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Figura V.5. Interacción entre la enzima y sus distintos sustratos. a) Distribución de las 

distancias SP-OA para los distintos sustratos, obtenidas a partir de DMs de 100 ns. b) Se 

muestran las energías libres de unión determinadas con el modelo MM/GBSA (barras negras) y 

las ΔSASA calculadas (barras grises), ambas relativas al valor calculado para H2O2. Los valores 

absolutos para H2O2: ΔGunión = -3.2 kcal mol-1; ΔSASA = -160 Å2. Los valores promedios y 

desvíos estándar corresponden al cálculo realizado para un conjunto de 200 estructuras 

muestreadas durante la DM. 

La distribución de la distancia SP-OA se representa en la Figura V.5,a. Aunque 

todos los hidroperóxidos considerados muestran una probabilidad máxima a 

aproximadamente 3 Å, que es la distancia reactiva para este par en el complejo de 

Michaelis, se observan distribuciones muy estrechas para 15-HpETE y 4-HpNE, con 

frecuencia casi nula para cualquier distancia mayor que 3,5 Å, mientras que 

hidroperóxidos más pequeños, tales como H2O2 y t-BuOOH, fueron proclives a explorar 

otras conformaciones del complejo no reactivo. Esto principalmente se debe a la 

interacción colectiva de la cadena alifática larga de 4-HpNE y 15-HpETE con el surco 

hidrofóbico de MtAhpE, que permite que el grupo peróxido se ubique firmemente en el 

sitio activo. Para cuantificar aún más este fenómeno, se calcularon las energías libres de 

unión con el esquema MM/GBSA,[23] que son 5 y 7 veces más grande para 4-HpNE y 

15-HpETE que para H2O2, respectivamente (Figura V.5,b). Además, como se esperaba 

para este tipo de interacciones hidrofóbicas colectivas, la energía libre de unión se 

correlaciona con el área superficial que queda excluida del solvente tras la unión 

(ΔSASA, la Figura V.5,b). 
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La CysP de MtAhpE se encuentra en el extremo N-terminal de la hélice α2, 

ubicando al átomo de azufre a una distancia de aproximadamente 10 Å desde la interfaz 

entre las subunidades del dímero. Como ha sido descrito por Li y colaboradores,[18] 

esta interfaz se caracteriza por una serie de interacciones hidrofóbicas entre residuos de 

ambas subunidades. Además, la región interfacial cercana a la CysP presenta varios 

residuos no polares, dando lugar al parche hidrofóbico superficial expuesto mencionado 

anteriormente. El análisis estructural y dinámico de la interacción de 4-HpNE y 

15-HpETE con la proteína, muestra cómo las cadenas hidrocarbonadas alifáticas son 

contenidas por el parche, manteniendo numerosos contactos con residuos no polares 

como Ile13, Pro38 y Leu39 de la subunidad de CysP y Pro74, Pro75 y Phe94 de la otra 

subunidad (Figura V.6). La proximidad entre esta región hidrofóbica y CysP permite que 

este tipo de sustratos localicen la mayor parte de sus cadenas alifáticas sobre el surco, 

favoreciendo la interacción directa del grupo peróxido con el grupo tiolato reactivo. 

Para explicar la selectividad por hidroperóxidos orgánicos en otros miembros de 

la familia, tales como PrxsV y Tpx, que presentan una reactividad ~10-100 veces mayor 

con hidroperóxidos orgánicos modelo, como t-BuOOH o Cumene-OOH, que con H2O2, 

se ha propuesto que una serie de residuos apolares que rodean a CysP (el llamado collar 

hidrofóbico), facilitarían la reacción.[10,12,34] Este no es el caso para MtAhpE, dado 

que la selectividad parece estar dirigida hacia peróxidos derivados de ácidos grasos de 

cadena larga y no hacia peróxidos orgánicos modelo (véase la Tabla V.1), debido a la 

presencia del parche hidrofóbico antes mencionado, que está constituido por residuos 

apolares en las proximidades de CysP, hasta ~ 15 Å de distancia. Esto alerta sobre la 

interpretación de resultados de experimentos realizados utilizando hidroperóxidos 

artificiales como análogos de hidroperóxidos orgánicos naturales, tan extendida en la 

literatura. 
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Figura V.6. Estructura representativa del complejo MtAhpE:15-HpETE. Arriba: la superficie 

molecular del dímero de MtAhpE reducida se coloreó según el tipo de residuo (azul, básico; 

rojo, ácido; verde, polar; blanco, no polar) y CysP se muestra en amarillo. Los carbonos del 

sustrato se muestran en celeste y los oxígenos en rojo. Abajo: dos vistas detalladas de las 

interacciones del sustrato con el surco hidrofóbico, resaltando los residuos responsables de las 

mismas. Por claridad, solo se muestra el hidrógeno del grupo hidroperóxido. 

Además de localizar el sustrato en una conformación reactiva, la interacción de 

hidroperóxidos derivados de ácidos grasos con el parche hidrofóbico descrito 

anteriormente, afecta el comportamiento dinámico de la enzima. La figura V.7 muestra 

las fluctuaciones cuadráticas medias (rmsf) por residuo para la proteína libre, y para los 

complejos MtAhpE:H2O2 y MtAhpE:15-HpETE. Las fluctuaciones medias de residuos 

en el sistema libre y en el complejo con H2O2 son muy similares, excepto por cambios 

sutiles, incluyendo la reducción de la movilidad de algunos residuos que rodean a CysP 
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(residuos 43-55 de la subunidad A). Sin embargo, tras la unión de 15-HpETE, se 

observan cambios significativos, no sólo involucrando el microentorno de CysP, que se 

vuelve mucho más rígido, sino también disminuyendo la flexibilidad de partes centrales 

de la enzima, como el sistema de hoja β mixta central, principalmente β3 (Figura V.7 

superior, áreas azules), lo que sugiere que esta interacción modifica significativamente 

aspectos dinámicos. 

 

Figure V.7. Análisis de fluctuaciones proteicas. Abajo: se muestran las desviaciones cuadráticas 

medias (rmsf) por residuo para las dos subunidades del dímero para los sistemas: proteína libre, 

(negro), MtAhpE:H2O2 (rojo) y MtAhpE:15-HpETE (verde). Arriba: La estructura del dímero se 

coloreó desde el rojo (valores positivos) al azul (valores negativos) por la diferencia 

MtAhpE:15-HpETErmsf – MtAhpE librermsf . 

Vale la pena aclarar que algunos cambios son también apreciables en la subunidad 

B tras la unión de 15-HPETE, hecho que no es sorprendente, ya que el parche 

hidrofóbico involucra residuos de ambas subunidades. El comportamiento de las 

fluctuaciones de la subunidad B es mucho más complejo, ya que no mostró una 



155 
 

reducción general de su movilidad después de la unión, tal como la subunidad A, sino 

que también algunos residuos ganaron una significativa flexibilidad. Este hecho está 

relacionado con la asimetría entre subunidades frecuentemente presentes en este tipo de 

sistemas de homo-oligómeros, como se discutió anteriormente en Prxs.[35-38] 

V.4.4 Mecanismo de reacción: comparación con la reducción de 

peróxido de hidrógeno 

Las bases moleculares de la reacción de oxidación de MtAhpE por 15-HpETE 

fueron estudiadas mediante simulaciones de DM QM/MM, con el mismo protocolo 

planteado en el Capítulo IV. El perfil de energía libre obtenido puede observarse en la 

Figura V.8 y en la Figura V.9 se muestran representaciones del er, ts y ep. 

 

Figure V.8. Perfil de energía libre para la reducción de 15-HpETE catalizada por MtAhpE, 

obtenido por umbrella sampling QM/MM. El subsistema QM se muestra tambien, donde los 

link atoms se colorean en naranja. La coordenada de reacción se tomó como la diferencia entre 

las distancias OA-OB y SP-OA, y fue explorada desde -1.7 hasta 1.2 Å. 

La reacción es exergónica, con un cambio de energía libre de reacción de -35 kcal 

mol-1. La energía libre de activación es ~ 11 kcal mol-1, aproximadamente 3 kcal mol-1 

inferior a la obtenida para H2O2 (Capítulo IV), de acuerdo con el ΔΔG‡ determinado 

experimentalmente (véase la Tabla V.2). Esto sugiere que no sólo la formación del 
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complejo puede ser importante para explicar esta reactividad diferencial, sino que el 

proceso reactivo después de la formación del complejo, también puede presentar 

diferencias significativas en términos de las barreras de energía libre. 

 

Figura V.9. Arriba: estructuras representativas del sitio activo de la proteína y 15-HpETE en 

los estados er, ts y ep, obtenidas mediante el esquema umbrella sampling QM/MM. Abajo: 

vistas aumentadas de los tres estados. 

El er se caracteriza por la interacción del grupo peróxido con los residuos del sitio 

activo a través de enlaces de hidrógeno, principalmente Thr42, Cys45 y Arg116, como se 

ha determinado para varios miembros de la familia de proteínas por estudios 

cristalográficos.[39,40] A medida que avanza la reacción, la unión O-O en el peróxido 

se estira y se observa el alineamiento de los átomos de OB, OA y SP, hasta alcanzar el et, 

donde el ángulo OB-OA-SP es prácticamente 180°, la distancia OB-OA es 0.6 Å más larga 

y SP-OA 0.4 Ǻ más corta (ver Tabla V.3). En el et, la compleja red de enlaces de 

hidrógeno se redefine sutilmente, cambiando un par de interacciones respecto al er (ver 

Tabla V.3). Como se mencionó anteriormente, las numerosas interacciones que están 

presentes en este et, son capaces de estabilizar este estado en comparación con su 
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homólogo en solución acuosa,[39,41] que en el caso de MtAhpE da cuenta de la 

aceleración en la reducción de hidroperóxidos derivados de ácidos grasos, por un factor 

de al menos ~104 (en términos de constantes de velocidad de segundo orden), en 

comparación con la reacción no catalizada. 

Tabla V.3. Parámetros geométricos de las especies relevantes durante la oxidación de MtAhpE 

por 15-HpETE, obtenidos por simulaciones QM/MM. Los valores representan el promedio de la 

propiedad dentro de la ventana de muestreo correspondiente. Distancias en Å y ángulos en 

grados. 

parámetro estructural er et ep 

distancia (SP-OA) 3.08 2.40 1.65 

distancia (OA- OB) 1.48 1.80 2.64 

ángulo (SP-OA- OB)  105.6 170.2 123.1 

distancia (OB-H t) 1.97 2.12 1.02 

distancia (SP-N2) 3.32 3.21 3.33 

distancia (SP-N3) 3.32 3.39 3.50 

distancia (SP-Ogrupo alcohol Thr42) 3.14 3.28 3.32 

distancia (OA-N3) 3.58 3.07 2.75 

distancia (OA-O grupo alcohol Thr42) 4.22 2.98 3.76 

distancia (OB-O grupo alcohol Thr422) 4.10 3.75 4.18 

distancia (OA-Namida Cys45) 4.27 3.39 2.92 

distancia (N2-Ogrupo carboxilo Glu48) 3.14 3.95 3.94 

distancia(N3-OPro135) 2.87 2.79 2.81 

Asimismo, también se observa para estos hidroperóxidos derivados de ácidos 

grasos el mismo mecanismo de reacción global informado para la reducción de H2O2 

tanto en solución (Capítulo III) como por Prxs (Capítulo IV), que implica una 

transferencia de protones a partir de OA a OB que se produce después del estado de 

transición. Como resultado, el ep muestra a la CysP reactiva oxidada a la forma no 

protonada del ácido sulfénico (CysP-SO
-) y la forma protonada del correspondiente 

alcohol araquidónico derivado (Figura V.9). El hecho de que el mecanismo de 
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reducción global para este tipo de sustratos es el mismo que el descrito para H2O2, está 

de acuerdo con la idea de que la reactividad diferencial de la enzima hacia diferentes 

peróxidos se debe, al menos en parte, a la interacción de la parte "no reactiva" del 

sustrato con el parche hidrofóbico de la proteína, que afecta de manera importante la 

dinámica de los er (Figura V.7). 

V.5 Conclusiones 

Se confirmó que esta enzima presenta una clara preferencia por hidroperóxidos 

derivados de ácidos grasos, que se podrían generar endógenamente por reacciones de 

peroxidación lipídica a través la producción y propagación de radicales peroxilo en 

ácidos grasos,[42,43] o por reacciones catalizadas por LOXs o ciclooxigenasas.[44] 

Esta reactividad parece correlacionar con el largo de la cadena alifática del 

hidroperóxido. Además, el mecanismo global de la reducción de este tipo de sustratos es 

el mismo que para H2O2, por lo que las principales razones de este comportamiento 

provienen de la naturaleza de la interacción proteína-sustrato. 

Los ensayos fluorimétricos con ANS confirmaron la presencia de un parche 

hidrofóbico expuesto al solvente. La presencia de este surco junto con las propiedades 

de las cadenas alifáticas de los ácidos grasos, explica cómo estos sustratos pueden 

interactuar con la enzima de una manera específica, ubicando el grupo peróxido en el 

sitio activo, en una posición reactiva hacia el tiolato reactivo. Por otra parte, esta 

interacción modifica significativamente la dinámica de la proteína, restringiendo la 

movilidad de los residuos del sitio activo, favoreciendo que se produzca la reacción. 

Desafortunadamente, no ha sido posible medir la unión de peróxidos para 

sistemas de Prxs (con la excepción de un trabajo reciente para AhpC de Salmonella 

typhimurium),[45] probablemente debido a que la disociación del complejo proteína 
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sustrato no es el paso limitante de la velocidad en las condiciones experimentales 

consideradas,[2] Sin embargo, los resultados de las simulaciones computacionales 

sugieren que tanto la unión de sustrato como la reactividad intrínseca, están afectados 

cuando se compara H2O2 a hidroperóxidos de ácidos grasos. Específicamente, las 

energías libres de unión calculadas son indicativas de una interacción más fuerte, 

mientras que el perfil de energía libre de reacción es consistente con una mayor 

reactividad de los últimos sustratos. 

La familia de Prxs exhibe un comportamiento complejo en términos de 

selectividad de sustrato, con algunos miembros más reactivos hacia H2O2, peroxinitrito 

o hidroperóxidos orgánicos.[46] A pesar de que se han hecho grandes progresos en la 

descripción de la estructura y función de Prxs, las bases moleculares que subyacen a 

esta variabilidad, es decir, cómo las propiedades químicas de los sustratos y la enzima 

podrían afectar a su reactividad, siguen siendo un tema de estudio. Esta parte del trabajo 

aporta nuevas ideas sobre la comprensión de los factores moleculares que determinan la 

selectividad de sustratos oxidantes en esta familia de proteínas. 
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VI   CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES 

VI.1 Conclusiones generales 

El estudio de proteínas desde un punto de vista fisicoquímico, ofrece la 

posibilidad –y el desafío−, de trabajar de forma interdisciplinar, no simplemente 

aprendiendo y utilizando diferentes técnicas para profundizar en el entendimiento de 

nuestros sistemas, sino también permitiendo que las diferentes herramientas se 

potencien por su uso aplicado para un mismo fin. De esta manera, se ha modificado la 

forma de pensar y/o diseñar un experimento o una simulación, enriqueciendo la 

interpretación de los resultados obtenidos a partir de la discusión constructiva entre 

participantes que provienen de distintas especialidades. En este contexto, este trabajo de 

Tesis logró integrar grandes áreas: la cinética de reacciones en solución y catalizadas 

por enzimas, aspectos estructurales-biofísicos de proteínas y simulaciones 

computacionales a partir de la química teórica. En particular, como se puede observar a 

lo largo de los capítulos III, IV y V, el enfoque combinado de la determinación de los 

parámetros termodinámicos de activación, con la exploración de los perfiles de energía 

libre de reacción mediante cálculos híbridos QM/MM, resultó de gran utilidad y muy 

novedoso para la descripción de las bases moleculares de los procesos reactivos 

estudiados. 

Desde el punto de vista metodológico, cabe destacar que este trabajo fue 

simultáneo al progreso del programa LIO desarrollado en el grupo de investigación. 

Aunque no se trabajó directamente en el perfeccionamiento del software, los diferentes 

sistemas estudiados mediante metodologías QM/MM fueron, en varias oportunidades, 

utilizados para la evaluación y prueba de nuevas mejoras implementadas. Por lo tanto, 
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este trabajo pudo realizarse, en parte gracias a este desarrollo, que permitió avanzar 

accediendo a mejoras sustanciales en las escalas de tamaño y tiempo simulados. 

A modo de revisión sucinta, esta Tesis ahonda en la descripción microscópica de 

reacciones de oxidación de tioles por distintos hidroperóxidos, buscando entender por 

qué las Prxs son capaces de catalizar este proceso de forma tan eficiente. En el capítulo 

III, se presentan y comparan los mecanismos de reacción de diferentes tioles de bajo 

peso molecular con H2O2 y ONOOH. En este sentido, se encontró que ambos peróxidos 

reaccionan mediante mecanismos similares, presentando sutiles diferencias, referidas a 

la observación (o no) de una transferencia de protón interna, que determina la naturaleza 

de los productos observados. Asimismo, esta primer parte permitió evaluar y validar la 

metodología QM/MM que fue utilizada en los siguientes sistemas, presentando algunas 

limitaciones en la descripción del ONOOH (ya observadas en trabajos publicados 

previamente). En particular para el caso de ONOOH, se determinaron 

experimentalmente los parámetros termodinámicos de activación independientes del 

pH, lo que resulta importante debido a que ambas especies reactivas presentan 

equilibrios ácido-base en el entorno del pH fisiológico. 

En el capítulo IV se estudió la reducción de H2O2 catalizada por Prxs, utilizando la 

MtAhpE como representante modelo de la familia. Los parámetros de activación 

indicaron un importante descenso de ΔH‡ con un concomitante costo entrópico, en 

comparación con los correspondientes a la reacción no catalizada, capaces de explicar la 

aceleración de ~104 en términos de constante de velocidad. Aunque no se observaron 

diferencias en cuanto a los eventos que ocurren durante la reacción, con respecto a lo 

determinado en solución acuosa, se encontró que la catálisis viene dada por la capacidad 

de esta enzima para estabilizar el et más que el er, debido al diseño del sitio activo, que 

configura una red de enlaces de H que activa ambas especies reactivas. En particular, la 
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evidencia sugiere que los residuos de Arg y Thr presentes en el sitio activo −y 

conservados en toda la familia Prx−, son los principales responsables de esta 

estabilización diferencial, lo cual está de acuerdo con lo sugerido previamente por 

estudios de cristalografía y mutagénesis en la familia. 

El capítulo V versa sobre los determinantes moleculares que explican la 

selectividad preferencial  por hidroperóxidos derivados de ácidos grasos en MtAhpE. 

Los resultados presentados muestran que el mecanismo global de reducción de estos 

sustratos sería el mismo que para H2O2, y que las diferencias en las reactividades 

podrían explicarse, al menos en parte, por la existencia de un surco hidrofóbico en la 

interfaz dimérica de la enzima, capaz de “acomodar” estos sustratos, en una 

conformación reactiva que favorece la reacción. Esto también se ve reflejado en un 

marcado ascenso en la entropía de activación y cambios en la dinámica del complejo er 

en comparación a lo observado con H2O2. 

En resumen, las preguntas planteadas, el enfoque llevado a cabo y las 

herramientas utilizadas en esta Tesis, nos permitieron hallar nuevas evidencias 

tendientes a explicar la capacidad catalítica de esta familia de enzimas. Cabe destacar 

que los resultados presentados son totalmente complementarios a las evidencias que 

usualmente se encuentran en la literatura desde la bioquímica básica y la biología 

estructural. Más aún, el desarrollo de este trabajo permitió el planteamiento de nuevas 

hipótesis y nuevas preguntas que permitirán seguir profundizando en estos aspectos del 

conocimiento. 

VI.2 Perspectivas 

A lo largo de este camino, los distintos resultados obtenidos y el mayor 

entendimiento de los sistemas en estudio, fueron ayudando al surgimiento de nuevas 
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preguntas, algunas más concretas −que incluso ya están siendo investigadas en nuestros 

laboratorios−, y otras más generales que necesitarán pensarse y desarrollarse a futuro. 

Podríamos clasificar estas perspectivas en dos grupos: uno que incluya las que 

involucren específicamente a la MtAhpE y otro referido a aspectos de la familia Prxs en 

general. 

Con respecto al primer grupo, aunque la MtAhpE resulta ser una de las Prxs de la 

que más información se cuenta a nivel in vitro, desde el punto de vista cinético, 

estructural y mecanístico, siguen quedando aspectos a develarse. En este sentido, 

pueden enumerarse algunos de estos tópicos: 

 de este trabajo se desprenden las contribuciones entálpicas y entrópicas de la 

energía libre de activación en la catálisis, por lo que sería interesante contar 

con una descripción de las bases moleculares de estas contribuciones, para lo 

que es necesario utilizar/desarrollar una metodología computacional que 

permita estimarlas; 

 se conoce que la enzima es susceptible a inactivación por sobreoxidación de su 

tiol peroxidático a ácido sulfínico, modificación de relevancia en la regulación 

de diferentes funciones llevadas a cabo por estas enzimas. Se carece de datos 

acerca de los mecanismos moleculares de esta modificación y su descripción, 

como se detalló anteriormente, puede ser de especial importancia en Prxs; 

 la evaluación de la presencia o no de un equilibrio conformacional tipo 

FFLU en esta enzima, su potencial importancia en la catálisis y la posibilidad 

de que se vea afectado diferencialmente por distintos sustratos; 

 el entendimiento a nivel molecular de los cambios en la emisión de 

fluorescencia que se observan relacionados al estado de oxido-reducción de la 

enzima; 
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 la importancia biológica de la MtAhpE en la reducción de peróxidos 

citotóxicos a los que la bacteria es expuesta en el fagosoma de macrófagos 

activados, es aún desconocida. Sería de gran importancia conocer el efecto de 

cambios en los niveles de expresión de esta enzima en cuanto a la 

susceptibilidad de la bacteria aislada a estos peróxidos, así como también en 

cuanto a su capacidad de establecer infecciones en macrófagos o enfermedad 

en modelos animales.  

Con respecto a la familia Prxs, la utilización de metodologías similares a las 

aplicadas en este trabajo, podría aportar nuevas evidencias en los siguientes aspectos: 

 los detalles moleculares capaces de explicar la variabilidad en la reactividad de 

diferentes miembros de la familia frente al mismo sustrato, es decir, por qué 

algunas Prxs son capaces de reducir H2O2, por ejemplo, con constantes de 

velocidad 4-5 órdenes de magnitud mayor que otras; 

 la importancia y consecuencias (estructurales y dinámicas) de las distintas 

estructuras cuaternarias que estas enzimas adoptan; 

 la descripción de los distintos equilibrios tipo FFLU en las distintas 

subfamilias, junto con la posibilidad de que estos sean influenciados por 

modificaciones post-traduccionales como nitración, acetilación, etc. 

Lógicamente, esta lista es incompleta y sólo refleja algunas de las observaciones 

−¿y por qué no, deseos?−, que se han ido despertando durante el transcurso del trabajo. 

Por lo tanto, parte del objetivo está cumplido, si esta Tesis sirve de puntapié inicial para 

nuevos esfuerzos en el área.  
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Apéndice I 

Deducción ecuación V.1 

Asumiendo la existencia de n sitios idénticos (misma afinidad) e independientes, 

la fracción de sitios ocupados (y), viene dada por las siguientes ecuaciones: 

ݕ = ���[���]௅1 + ��[���]௅ [���]௎ =  ்[��ℎ�]ݕ

donde los subíndices L, S y U, representan libre, unido y total, respectivamente, y Ka 

representa la constante de asociación de dichos sitios de AhpE por ANS. Considerando 

el siguiente balance de masas: [���]௅ = [���]் −  ;்[��ℎ�]ݕ

sustituyendo en la primer ecuación y despejando la ecuación cuadrática en y: −��[�ℎ��]்2ݕ + ሺ1ݕ + ��[���]் + ��[�ℎ��]்ሻ − ���[���]் = Ͳ 

Resolviendo esta ecuación cuadrática: 

ݕ = −1 − ��[���]் − ���[�ℎ��]் ± √ሺ1 + ��[���]்  + ���[�ℎ��]்ሻ2 − 4���2[���]2்−ʹ��[�ℎ��]்  

multiplicando los términos que tienen el factor [ANS]T por 1=[AhpE]T/[AhpE]T  y 

llamando x a la relación [ANS]T/[AhpE]T, la dependencia de y (la señal) con n y Ka, 

viene dada por:  

ݕ = −1 − ��[�ℎ��]்ݔ − ���[�ℎ��]் − √ሺ1 + ��[�ℎ��]்ݔ + ���[�ℎ��]்ሻ2 − 4���2[�ℎ��]2் ்[��ℎ�]��ʹ−ݔ  

donde se seleccionó la expresión con sentido físico de las dos posibles. 
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