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ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD DE  
HEMOPROTEINAS Y MODELOS HEMICOS CON 

LIGANDOS PEQUEÑOS  

Resumen:   

Las hemoproteínas (HPs) son un conjunto extenso de enorme relevancia biológica debido 

a su ubicuidad y diversidad funcional, íntimamente relacionada con la reactividad del 

grupo hemo. Las características físico-químicas del entorno del hemo dependen de la 

identidad, orientación y dinámica  de los aminoácidos del mismo. La presente tesis tiene 

como objetivo comprender la relación entre las características del entorno del hemo y la 

función de la HP. En particular, nos concentraremos en el estudio de la interacción de las 

HPs con ligandos pequeños como  O2, NO, CO, y HNO.  

Para comprender el funcionamiento de las HPs es necesario conocer primero la 

reactividad intrínseca del grupo hemo. En esta tesis se aborda este tema a través del 

estudio experimental de la reactividad de porfirinas aisladas. El segundo tema de esta 

tesis comprende el estudio, a través de técnicas de simulación computacional (clásicas, 

cuánticas e híbridas), de la reactividad de diferentes hemoproteínas frente a las especies 

mencionadas anteriormente. 

En este contexto, hemos estudiado los siguientes problemas: i) el mecanismo de reacción 

de diferentes metalo-porfirinas frente al HNO/NO-; ii) la reactividad de una proteína 

detectora de NO en un medio aerobio; iii) los mecanismos de regulación de la afinidad 

por oxígeno.  

Palabras clave: hemoproteína, porfirina, NO, O2, CO, HNO, QM, DFT, QM-MM, 
Dinámica molecular, cinética, afinidad.



 
REACTIVITY OF HEME PROTEINS AND HEME 

MODELS WITH SMALL LIGAND  

Abstract:   

Heme proteins are the widely distributed, biologically relevant, functional diverse 

proteins that contain a heme moiety as a prosthetic group. The function is mainly 

determined by the heme s chemical reactivity. The physico-chemical characteristics of 

the heme environment depend on the nature, position and dynamics of its residues. The 

main goal of this work is to understand the connection between a heme protein function 

and its heme environment. We will focus on the heme proteins interaction with small 

ligands, namely O2, CO, NO and HNO. 

To understand a heme protein function, it is necessary to know the intrinsic reactivity of 

the heme group. We treat this issue by performing experimental studies of heme models 

reactivity.  In the second place, we face the study of several heme proteins reactivity 

through computer simulation techniques based on Quantum (QM) or Classical mechanics 

(MM) or even hybrid approaches (QM-MM). 

Specifically, in this work we have studied: i) the reaction mechanism of HNO with 

several heme models; ii) the chemical reactivity of an NO sensor protein in an aerobic 

environment, iii) the mechanisms of oxygen affinity regulation.  

Keywords: : heme-protein, porphyirin, NO, O2, CO, HNO, QM, DFT, QM-MM, 
Molecular Dynamics, kinetics, affinity.
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Capítulo 1   

Introducción   

El estudio físico-químico de los sistemas biológicos  

Todo sistema biológico posee al menos una función. Gran parte del estudio de los 

sistemas biológicos, consiste por consiguiente en el estudio de sus funciones. Bajo este 

abordaje funcional, el objetivo del estudio físico-químico de los sistemas biológicos 

consiste, por lo tanto, en comprender los mecanismos que determinan cómo y en qué 

condiciones se lleva a cabo la función biológica característica del sistema.    

La unidad de la vida es por definición la célula, que consiste en un objeto de 

aproximadamente 10 m de longitud característica. Su límite está definido por medio de 

una membrana que separa su contenido del medio exterior que la rodea. La célula posee 

diferentes tipos de máquinas macromoleculares, ácidos nucleicos, lípidos, polisacáridos y 

proteínas. De todas éstas, las proteínas son las que presentan mayor diversidad estructural 

y funcional, y es por esto que son las responsables de la mayoría de las funciones 

necesarias para la vida.   

Las proteínas son cadenas lineales no ramificadas de aminoácidos, y cada proteína 

puede entonces ser definida por su secuencia de aminoácidos. A la secuencia ordenada de 

aminoácidos de una proteína se la conoce también como la estructura primaria de la 

misma. Todos los  aminoácidos poseen en común la región de los grupos funcionales 

amino y ácido, más una cadena lateral que los caracteriza. Existen en la naturaleza 20 

cadenas laterales y por lo tanto 20 aminoácidos naturales diferentes. Los aminoácidos se 

unen entre sí mediante uniones peptídicas del tipo amida. (Figura 1)   
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Figura 1. Fórmula general de los aminoácidos en una proteína. Se muestran las uniones peptídicas 

en los recuadros.  

A la cadena continua de uniones peptídicas entre aminoácidos de una proteína se 

la denomina columna vertebral o backbone . Diferentes regiones del backbone adoptan 

conformaciones espaciales particulares o motivos, estos pueden ser en forma de hélice 

(hélice- ), en forma de hoja plana (hoja- ) o sin ningún orden espacial definido (loop). A 

las regiones de la secuencia que adoptan estos motivos se los conoce como elementos de 

estructura secundaria. Además, cada proteína adquiere en su medio (agua o en ciertos 

casos la membrana lipídica) una conformación espacial determinada, que surge del 

arreglo espacial de las estructuras secundarias y de las orientaciones de las cadenas 

laterales de los aminoácidos. A esta conformación espacial se la conoce como estructura 

terciaria. La estructura terciaria de una proteína consiste por lo tanto en el conocimiento 

de la posición espacial de todos los átomos de la proteína.   

La conformación espacial o estructura terciaria de la proteína es, no sólo una 

propiedad emergente de las características físco-químicas de los aminoácidos que la 

componen (es decir su secuencia primaria), sino aquella propiedad que regirá las 

características físico-químicas de la proteína como un todo y por lo tanto determinará su 

función. Comprender la relación entre la estructura de una proteína y su función es uno 

de los principales objetivos de la ciencias biológicas hoy en día. Sin embargo, el estudio 

de las relaciones estructura-función excede el área de las ciencias biológicas y es un 

campo de investigación multidisciplinario donde conviven y se encuentran la biología, la 

química y la física. Uno de los objetivos principales del  presente trabajo es 

comprender desde un punto de vista físico-químico la relación estructura-función de 

las proteínas, particularmente de las hemoproteínas.  
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Hemoproteínas y química de coordinación  

En los últimos años, el estudio del mecanismo de acción molecular de las hemoproteínas 

ha cobrado un gran auge. Las hemoproteínas (HPs) conforman un conjunto extenso de 

enorme relevancia biológica, por su diversidad funcional y su ubicuidad. Constituyen el 

conjunto de proteínas donde el grupo prostético es la protoporfirina IX, denominada 

comúnmente grupo hemo. El grupo hemo es un monociclo tetrapirrólico aromático con 

un átomo de hierro coordinado en el centro (Fig 2).  El átomo de hierro, debido a su 

capacidad de encontrarse en diferentes estados de oxidación y coordinación, es el 

responsable de la reactividad del grupo hemo.  

O O 

FeII

N N

N N

CO2
-

CO2
-

 

Figura 2. Esquema del grupo hemo coordinado axialmente al oxígeno en su estado ferroso  

Una de las características sorprendentes de este grupo de proteínas es que, a pesar 

de poseer todas el mismo grupo prostético, las HPs realizan una gran variedad de 

funciones, entre las que podemos citar: la transferencia de electrones (citocromo c), la  

catálisis de reacciones de óxido reducción sobre sustratos (catalasas, peroxidasas, 

reductasas, citocromo  p450)  y el transporte o detección de moléculas pequeñas como el 
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O2, CO u NO.  (hemoglobina y mioglobina, guanilato ciclasa soluble, Fix-L, CooA, 

HemAT). 

Como ya mencionamos, la función de una hemoproteína está íntimamente 

relacionada con la reactividad química del grupo hemo, determinada en gran medida por 

las propiedades de la química de coordinación del hierro. El hierro en sus estados iónicos 

estables Fe2+ y Fe3+ posee la capacidad de formar 6 enlaces en una geometría del tipo 

octahédrica.  Debido a su ubicación en el plano porfirínico (Figura 1) forma enlaces con 

cada uno de los cuatro nitrógenos de la porfirina,  pudiendo formar además dos enlaces 

adicionales (axiales), uno a cada lado del plano hémico.   

En las hemoproteínas que catalizan reacciones rédox sobre sustratos o interaccionan con 

moléculas pequeñas, uno de estos sitios axiales se encuentra ocupado por un aminoácido. 

Este aminoácido es denominado generalmente quinto ligando o ligando proximal, y el 

complejo o la hemoproteína se dice pentacoordinado (5c). Los aminoácidos que 

comúnmente se ligan axialmente al hierro pueden ser histidinas, cisteínas, metioninas, o 

tirosinas ya que el átomo unido covalentemente al hierro debe ser electronegativo (O, N o 

S). Al otro lado del plano se encuentra entonces el denominado sitio distal, que cuando 

está vacante puede interaccionar con el sexto ligando exógeno. Estas moléculas son 

generalmente moléculas pequeñas (por ejemplo oxígeno, en el caso de la hemoglobina), 

que al alojarse en este sitio son modificadas químicamente,  o simplemente almacenadas 

para transporte o uso posterior. También, el ligando al unirse al hemo puede inducir 

efectos sobre la proteína (cambios de estructura terciaria o conformacionales) que 

determinan un cambio en la función de la misma. En general si la unión del ligando 

permite que la proteína realice una función adicional como alguna reacción enzimática, 

se dice que el ligando activa la hemoproteína en cuestión. En los casos en que la unión 

del mismo confiere una pérdida de función se dice que el ligando la inhibe.  Ejemplos 

típicos de este comportamiento son la Fix-L, que funciona como una quinasa (transfiere 

grupos fosfatos del adenosil trifosfato (ATP) a otras proteínas) y es inhibida al coordinar 

oxígeno, o la guanilato ciclasa que se activa (adquiere la capacidad de ciclar al ATP) al 

coordinar óxido nítrico. Contrariamente, las hemoproteínas involucradas exclusivamente 

en el transporte de electrones se encuentran por lo general  hexacoordinadas (6c) a dos 
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aminoácidos de la cadena polipeptídica, uno proximal y uno distal.  Un ejemplo es el 

caso del citocromo c que posee una coordinación His-Fe-Met. Recientemente se han 

encontrado en mamíferos nuevas hemoproteínas pertenecientes a la familia de las 

globinas, pero que a diferencia de la hemoglobina o mioglobina se encuentran 

hexacoordinadas por dos histidinas. La función de estos nuevos miembros de la familia 

de las globinas (la citoglobina y la neuroglobina) es aún desconocida, aunque los estudios 

preliminares sugieren que su función estaría relacionada con el oxígeno o el NO.  

Son entonces las características diferenciales de los entornos proximal y distal, los 

que permiten a las hemoproteínas su diversidad funcional. Las características físico-

químicas de estos entornos dependen de la identidad, orientación y dinámica  de los 

aminoácidos ubicados en los mismos. Inmersa en este paradigma, la presente tesis tiene 

como objetivo comprender la relación entre las características físico-químicas de los 

sitios activos de las hemoproteínas y la función de las mismas. En particular nos 

concentraremos en el estudio de la interacción de las hemoproteínas con ligandos 

pequeños, principalmente el O2 y el NO,  y en menor medida otras moléculas 

pequeñas relacionadas con ellas (CO, HNO, [NO2]
-, [OONO]-, O2

-  entre otras).    

¿Cómo encarar el problema?  

Para comprender el funcionamiento de las hemoproteínas es necesario conocer primero la 

reactividad intrínseca del grupo hemo. El conocimiento detallado de la reactividad del 

grupo hemo aislado, es el punto de partida para comprender cómo la naturaleza utiliza a 

la matriz proteica para la regulación fina de la reactividad del hemo con el objetivo de 

cumplir una determinada función. Para estudiar y comprender la reactividad intrínseca 

del grupo hemo, se han realizado numerosos estudios sobre la reactividad y estructura de 

diferentes hemos aislados y metalo-porfirinas sintéticas en solución. En particular se ha 

estudiado en detalle  la reacción de estos sistemas modelos frente al NO, CO, O2, NO2
- y 

OONO- entre otras especies. Uno de los temas centrales del presente trabajo es  por lo 

tanto el estudio experimental de la reactividad de porfirinas aisladas. En particular 
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se ha analizado en detalle la reactividad de diferentes metalo-porfirinas frente al 

HNO/NO- .  

El análisis de resultados obtenidos para diversas reacciones con ferro-porfirinas aisladas, 

y su comparación con los resultados para las mismas reacciones en diferentes 

hemoproteínas y sus mutantes, sumado al conocimiento estructural de las hemoproteínas, 

permiten comprender, en una primera aproximación, cuáles son los requerimientos 

estructurales y las bases físico-químicas que determinan que una hemoproteína dada 

posea la capacidad de realizar una función en particular. Sin embargo, en muchos casos la 

información microscópica detallada está fuera del alcance de los métodos experimentales. 

Para suplir esta deficiencia, en la última década se han utilizado en el estudio de las 

hemoproteínas diversos métodos basados en la simulación computacional. Estas técnicas 

se utilizaron inicialmente como herramientas complementarias de los datos 

experimentales. Sin embargo, en años recientes las mismas han aportado valor agregado a 

los resultados experimentales con relativo éxito en una variedad de ejemplos. En la 

actualidad, estos métodos permiten por ejemplo, obtener información estructural, 

termodinámica, espectroscópica, y dinámica precisa asociada a la función proteica, 

información que en muchos casos resulta inaccesible por los medios experimentales 

conocidos.    

Simulación computacional a escala molecular  

La simulación computacional consiste en el empleo de modelos matemáticos, 

implementados en un código o programa de computadora, con el objetivo de realizar 

predicciones acerca del sistema que se está investigando.  

En el caso de sistemas de naturaleza químicos (en la escala atómico-molecular), la 

simulación computacional se sustenta principalmente en modelos basados en las leyes 

físico-químicas que rigen el comportamiento de los átomos. Existen dos tipos principales 

de modelos clasificados según el paradigma físico-químico en el cual estén enmarcados. 

Hablamos así de simulaciones mecánico-clásicas o mecánico-cuánticas.  
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En el primer caso cada molécula es descripta como un conjunto de sitios -que representan 

los átomos- y resortes -que representan los enlaces químicos- junto con un potencial 

parametrizado ad hoc. Este potencial es una función matemática de las coordenadas de 

los átomos que modela  de la manera más precisa posible al sistema real. Este tipo de 

estudio se aplica básicamente al  cálculo de propiedades de sistemas con miles de átomos, 

como es el caso de las proteínas. Su limitación es que no permite representar una reacción 

química, ya que, en principio, el modelo excluye la posibilidad de que se formen o 

rompan enlaces químicos. 

Las técnicas basadas en la mecánica cuántica métodos de estructura electrónica- 

proporcionan resultados de mayor calidad y permiten analizar procesos en los que hay 

involucradas reacciones químicas. Sin embargo, su costo computacional es mucho mayor 

lo que restringe su uso a sistemas de no más de cien átomos. Por eso en la práctica, en el 

estudio de  proteínas por métodos de estructura electrónica, se selecciona un número 

acotado de átomos (por lo general en proteínas con actividad enzimática sólo el sitio 

activo es tratado explícitamente). El resto de la proteína se puede incluir empleando una 

descripción simplificada.  En los últimos  años se han realizado simulaciones mixtas 

denominadas híbridas o QM-MM (del inglés Quantum-mechanical, Molecular 

Mechanics), en las cuales el sitio activo es tratado por métodos de estructura electrónica, 

y el resto de la proteína se describe con potenciales clásicos.    

Simulación computacional de hemoproteínas y hemo modelo  

En el estudio de hemoproteínas por simulación computacional se han utilizado 

tradicionalmente tanto métodos cuánticos como clásicos. Mediante métodos cuánticos es 

posible predecir la geometría que se espera para los complejos del grupo hemo con NO, 

CO, O2 para diferentes estados de oxidación o de espin. Además se pueden obtener 

energías de unión relativas o analizar la factibilidad de diferentes reacciones asociadas al 

hierro. Por otro lado, los métodos clásicos permiten analizar las fluctuaciones naturales 

que se esperan en la conformación de una hemoproteína y como éstas afectan la 
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interacción con los ligandos. También es posible analizar el movimiento de diferentes 

residuos o de los mismos ligandos dentro de la proteína.  

En general la complejidad y el tipo de reacciones catalizadas por el grupo hemo en las 

hemoproteínas hace imprescindible el tratamiento mecánico cuántico del mismo en el 

estudio de las hemoproteínas por técnicas de simulación computacional. Sin embargo, 

como ya se mencionó anteriormente, en las hemoproteínas es la matriz proteica la que 

regula de manera precisa la reactividad del grupo para cumplir una dada función. Es por 

eso que también resulta necesario incluir a toda la matriz proteica en la simulación, para 

obtener resultados significativos. Dado el tamaño de una hemoproteína tipo (mucho más 

de 1000 átomos) el tratamiento cuántico de todo el sistema es computacionalmente 

imposible. La única manera de conciliar estas dos necesidades (precisión mecano 

cuántica en el grupo hemo e inclusión de toda la proteína en el sistema) es la utilización 

de una técnica híbrida del tipo QM/MM para la simulación de reacciones en 

hemoproteínas. En este esquema de trabajo, el grupo hemo más los aminoácidos  que 

intervengan en la reacción serán tratados de manera cuántica, mientras que el resto de la 

matriz proteica y el solvente serán tratados con modelos clásicos. 

Otro de los objetivos centrales del presente trabajo, ha sido por lo tanto, el estudio 

por técnicas de simulación computacional (clásicas, cuánticas e híbridas) de la 

reactividad de diferentes hemoproteínas frente a las especies mencionadas 

anteriormente.   



This document was created with Win2PDF available at http://www.daneprairie.com.
The unregistered version of Win2PDF is for evaluation or non-commercial use only.

http://www.daneprairie.com


 

18

 
Capítulo 2      

Métodos Computacionales  

En el siguiente capítulo se presentan los métodos computacionales utilizados durante el 

trabajo de tesis. Primero se explican brevemente los fundamentos teóricos en los que se 

basan cada uno de los métodos de simulación utilizados. Comenzaremos con una 

descripción cuántica de los sistemas moleculares basada en la resolución de  la ecuación 

de Schrödinger. Discutiremos varios esquemas de cálculo, con especial énfasis en el 

código SIESTA, usado en este trabajo. Continuaremos con la explicación de las técnicas 

de simulación clásicas para llegar a una breve descripción de los métodos híbridos o QM-

MM y su implementación en el programa SIESTA. Luego exploraremos las metodologías 

utilizadas para el muestreo y la obtención de parámetros termodinámicos relevantes a 

partir de la simulación. Finalmente comentaremos la relación entre los parámetros 

termodinámicos obtenidos y los procesos estudiados.     



 

19

 
Química teórica de primeros principios: la ecuación de Schrödinger  

Como sabemos en la Física elemental, si se desea predecir que pasará con un objeto 

macroscópico, como una piedra al dejarla caer desde un balcón, basta con resolver las 

ecuaciones de Newton de la mecánica clásica. Si se desea en cambio, predecir las 

propiedades de sistemas microscópicos,  donde los protagonistas son los átomos, se 

deben resolver las ecuaciones de la Mecánica Cuántica. La Mecánica Cuántica, 

desarrollada a principios del siglo XX , tiene como ecuación fundamental la ecuación de 

Schrödinger:    

Esta es una ecuación diferencial cuya solución consiste en obtener la función de onda 

( , )tr , que da la descripción matemática de un sistema de partículas cuánticas, sujetas 

al potencial V(r,t).  La función de onda (r,t),  contiene toda la información necesaria 

para calcular las propiedades del sistema. El objetivo básico de la química cuántica es 

entonces resolver la ecuación de Schrödinger para un sistema de núcleos y 

electrones.1 

Lamentablemente resolver de manera exacta esta ecuación para un sistema molecular no 

es posible, y se deben buscar soluciones aproximadas. El primer paso en el camino a la 

solución consiste en suponer que el potencial es independiente del tiempo (lo cual es 

cierto si no hay fuerzas externas). A partir de esto se deduce una ecuación independiente 

del tiempo, cuya solución sólo depende de las coordenadas espaciales de las partículas 

(r) , que además está unívocamente relacionada con la energía del sistema E. Si 

definimos ahora al operador  hamiltoniano como:   

2
2

2
H V

m
,  

la ecuación de Schrödinger se reduce a:  

                                                

  

Un operador es una entidad matemática que opera, es decir realiza operaciones matemáticas, sobre 

funciones   

r,t) + V(r,t) 

 

h2                               ih r,t)

 

2m                                   t 
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( ) ( )H Er r . 

La ecuación de Schrödinger, es por lo tanto una ecuación diferencial en derivadas 

parciales de autovalores, en donde un  operador H actúa sobre la autofunción, ( )r , 

obteniendo como resultado a la función multiplicada por un escalar-el autovalor E-.  

La segunda simplificación que debemos tener en cuenta es la denominada aproximación 

de Born-Oppenheimer,1,2 que consiste en desacoplar el movimiento de los núcleos 

del de los electrones. Este procedimiento se justifica ya que la velocidad relativa de los 

núcleos con respecto a la de los electrones es despreciable. Así, se asume que los 

electrones se mueven en un potencial de cargas positivas estáticas dadas por las 

posiciones nucleares. El problema quedó ahora reducido a obtener la función de onda 

para el siguiente operador denominado Hamiltoniano electrónico: 

2

1 1 1 1

1 1

2

N N M N N
A

el i
i i A i j iiA ij

Z
H

r r

  

En este operador podemos distinguir ahora tres términos,  el primer término representa la 

energía cinética electrónica, el segundo es el potencial asociado a la interacción núcleo 

electrón y el tercero es el potencial de la interacción electrón-electrón. Si bien con las 

aproximaciones mencionadas hemos simplificado el problema en este punto aún 

carecemos de un método que nos permita resolver la ecuación de Schrödinger. La clave 

para resolver de manera aproximada ecuaciones diferenciales del tipo que nos concierne 

es el principio o teorema variacional.1,2 El mismo dice, y esto se demuestra fácilmente, 

que al evaluar la energía con una función de prueba (r) (diferente de aquélla que es 

solución exacta de la ecuación que no conocemos), la energía que se obtendrá será 

siempre mayor a la energía real (la correspondiente a la función de onda que es solución 

exacta) del sistema, o sea:  

(r) H (r)

  

E0   

Donde E0 representa la energía real del sistema que corresponde a evaluar:   

(r) H (r)  = E0  

y (r) es la función de onda real del sistema, solución exacta de la ecuación de 

schrödinger para el estado fundamental. Esto permite proponer como estrategia para 
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encontrar soluciones aproximadas de la ecuación de Schrödinger, la búsqueda de aquellas 

funciones que minimicen la energía del sistema.1,2 

Dado el operador Hamiltoniano, existe un conjunto infinito de soluciones (cada una 

representada por una autofuncion  i

 
y su autovalor i ) que se pueden ordenar 

crecientemente según:  

0 1 ... ...i i i iH i 0,1,2,...

 

Aquí si los diferentes i son los autovalores exactos, entonces 0 es la energía del estado 

fundamental, 1 la del primer estado excitado etc. Como el conjunto de autofunciones es 

lo que se denomina completo, cualquier función 

 

puede ser escrita como una 

combinación lineal de las autofunciones, siendo el coeficiente correspondiente a cada 

una,  el producto escalar entre la autofunción correspondiente y la función que se desea 

expresar. En la práctica lo que se hace es construir la función de prueba 

 

como 

combinación lineal de funciones conocidas. A este conjunto de funciones conocidas se lo 

denomina base.  

Entonces tenemos que nuestra función de prueba en la base  i viene descripta por:   

N

i i
i

c

 

La idea ahora es buscar aquellos coeficientes ci  que minimicen la energía. 

Matemáticamente la expresión para la energía usando como función de prueba la 

combinación lineal de las funciones de la base, se escribe en forma matricial de acuerdo 

a:  

i i j j i j ij
ij ij

H c H c c c H

  

y se dice que los Hij  son los elementos de la matriz hamiltoniano en la base i . 

Como la función de prueba debe estar normalizada los coeficientes deben además 

cumplir con la siguiente restricción:  

2 1i j i j i
ij i

c c c
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Para minimizar la energía con la restricción impuesta por la condición de normalización 

se utiliza el método de multiplicadores de Lagrange,  y se resuelve usando álgebra 

matricial diagonalizando la matriz Hamiltoniano. El resultado da los coeficientes que 

determinan cada autofunción, más su autovalor correspondiente. En particular el 

autovalor de menor valor es la mejor aproximación posible a la energía del estado 

fundamental para el Hamiltoniano en la base utilizada.1,2 

 Para encontrar la función de onda que minimice la energía del sistema primero debemos 

ser capaces de construir funciones de prueba (r), que satisfagan ciertos requisitos. Si 

tenemos en cuenta el espín de los electrones, debemos satisfacer el principio de 

antisimetría para los Fermiones.* Este postulado de la mecánica cuántica  demanda que la 

función de onda electrónica sea antisimétrica respecto del intercambio de las coordenadas 

de dos electrones cualesquiera. En términos matemáticos esto se expresa según:  

1 1( ,..., ,..., ,..., ) ( ,..., ,..., ,..., )i j N j i Nx x x x x x x x

  

donde xi representa las coordenadas y  espín del electrón i . (nótese el intercambio de i x 

j). Esto se logra construyendo la función de onda como un determinante de Slater,1,2  que 

es el producto de N  funciones monoelectrónicas (dependen de las coordenadas de 1 solo 

electrón)  denominadas espín-orbitales (Xi). Matemáticamente:  

1 1 1

2 2 21 2
1 2

( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( )
( , ,..., ) ( !)

( ) ( ) ( )

i j k

i j k

N

i N j N k N

x x x

x x x
x x x N

x x x

    

Conociendo como construir la función de onda y usando el principio variacional debemos 

ahora generar un algoritmo que permita encontrar aquella que minimice la energía.  

                                                

 

* Fermiones son aquellas partículas con espín semientero como los electrones. Bosones aquellas con espín 
entero como por ejemplo los protones.  
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El método de Hartree-Fock  

Basado en los principios y aproximaciones mencionados en los párrafos anteriores, el 

primer método efectivo utilizado para resolver de manera aproximada la ecuación de 

Schrödinger para un sistema polielectrónico es el Método de Hartree-Fock.1,2   

En esta aproximación, usando el Hamiltoniano electrónico y empleando una función de 

onda del tipo determinante de Slater la expresión de la energía es: 

1 1 1

1

2

N N N
core

el ii ij ij
i i j

E H H J K

  

Donde core
iiH es un hamiltoniano reducido que depende de las coordenadas de un sólo 

electrón y ijJ y ijK

 

son las integrales de Coulomb e Intercambio que dependen de las 

coordenadas de dos electrones. Los elementos de matriz Hii , se escriben entonces en 

función de los orbitales, de acuerdo a:   

2
1

1

1
(1) (1) (1) (1)

2
core
ii i i i i

Z
H

r

 

1
12(1) (2) (1) (2)ij i j i jJ r

 

1
12(1) (2) (1) (2)ij i j j iK r

 

El termino core
iiH es un Hamiltoniano reducido que contiene la energía cinética y la 

interacción coulombiana con los núcleos, para el  electrón en el orbital con subíndice i. Jij 

, la integral de Coulomb, representa la repulsión electrostática entre los electrones de los 

orbitales i y j. La integral Kij de intercambio tiene su origen en la indistinguibilidad de los 

electrones y justifica la antisimetría de la función de onda. Esta interacción no tiene un 

análogo clásico. 

De acuerdo al teorema variacional debemos buscar aquellos orbitales que minimicen la 

energía en la expresión anterior. Minimizando la expresión de la energía sujeta a la 

condición de que los orbitales sean ortonormales y realizando una transformacion 

unitaria, se llega a una ecuación de autovalores para los orbitales conocida como 

ecuación de Hartree-Fock: 
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(1) (1) (1) 1,2,...,i i iF i N

 
Donde las autofunciones de la ecuación son los N-espin-orbitales, también llamados 

Orbitales Moleculares y su energía corresponde al autovalor i. F es el operador 

denominado de Fock definido por su acción sobre el orbital i. El operador de Fock tiene 

tres contribuciones:  

1

(1) (1) [ (1) (1)]
N

core
j j

j

F H J K

   

2
1

1

1
(1) (1) (1) (1)

2
core

i i i

Z
H

r

   

* 1
2 12(1) (1) (2) (2) (1)j i j j iJ dx r

   

* 1
2 12(1) (1) (2) (2) (1)j i j i jK dx r

  

Es interesante notar que el operador de intercambio jK , es diferente en su estructura a 

los otros ya que depende del valor de i

 

en todo el espacio por lo que se lo identifica 

como un operador no-local. Lo más importante para notar es que el operador de Fock 

depende explícitamente de los orbitales, o sea que para resolver la ecuación de 

autovalores debemos conocer ya su solución. En la práctica como ya mencionamos 

anteriormente los orbitales se escriben como combinación lineal de funciones conocidas 

(Las funciones de base) según:
1

K

i iC  .  

Reemplazando en la ecuación de autovalores de Fock queda:     

1 1

K K

i i iC F C .  

hora aplicando la base a ambos lados de la ecuación se obtiene un sistema  lineal 

homogéneo de K ecuaciones:  

1

0 1,2,...,
K

i iC F K

 

denominadas las ecuaciones de Rootham que nos permiten encontrar los coeficientes Cui 
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Ahora si usamos notación matricial y definimos la matriz F (o matriz de Fock) siendo sus 

elementos  

F F ,  

y la matriz S (o matriz de superposición) según       

S ,  

podemos reescribir las ecuaciones de Rootham de acuerdo a:       

FC = SC

  

donde C es la matriz de los coeficientes y 

 

la matriz diagonal de los K autovalores. Para 

encontrar  debemos resolver la ecuación secular       

det 0F - S . 

La diagonalización de la forma matricial de las ecuaciones de Roothan nos permite 

obtener los coeficientes C, con estos construir los orbitales y obtener así la energía. Sin 

embargo como ya se mencionó, la matriz de Fock depende de los orbitales y por lo tanto 

de los coeficientes, esto motiva que el sistema deba ser resuelto iterativamente. 

Los programas usuales que resuelven la ecuación de Schrödinger por el método de 

Hartree-Fock, comienzan el cálculo con una matriz C elegida, que diagonaliza el 

Hamiltoniano de un electrón, y partiendo de estos coeficientes iniciales se construye la 

matriz de Fock. Diagonalizando la forma matricial de las ecuaciones de Rootham se 

obtiene un nuevo conjunto de coeficientes Cui, con los que se construye una nueva matriz 

F. El proceso se repite hasta que los coeficientes de dos pasos sucesivos no difieren de 

modo significativo, lo que se denomina auto-consistencia. 

La calidad de la función de onda y la energía obtenidas por el método de Hartree-Fock 

están directamente relacionadas con el tamaño y calidad de las funciones de base. Una 

base de mayor tamaño será mas flexible para expandir los orbitales moleculares 

obteniéndose un valor menor y por lo tanto mejor para la energía. La debilidad del 

método Hartree-Fock reside en la descripción de la repulsión electrónica, ya que al ser 

descripta como la repulsión entre orbitales carece de la correlación debida a la posición 

instantánea del electrón. Es razonable suponer que la región que rodea a un electrón en un 

momento dado, excluirá a otros. Al no considerar esta correlación repulsiva entre las 

posiciones de los electrones el método de Hartree-Fock sobreestima la energía total del 
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sistema. Esta es la razón por la cual aún usando una base infinita la energía obtenida o 

Energía de Hartree-Fock (EHF) será mayor a la energía real del sistema (E0). A la 

diferencia entre ambas se la denomina energía de correlación (Ecorr)   

0corr HFE E E

   

Existen diferentes métodos para corregir la EHF y acercarse más a E0. Los más 

comúnmente utilizados son el llamado de interacción de configuraciones (CI), en donde 

se expresa la función de onda como una combinación de diferentes determinantes de 

Slater surgidos de configuraciones excitadas del sistema, o los métodos basados en la 

teoría de perturbaciones desarrollados por MØller y Plesset.1,2   

Teoría del Funcional de la Densidad  

Un formalismo alternativo, que se ha popularizado enormemente en los últimos años 

debido a su eficiencia computacional y a la calidad de los resultados obtenidos, se conoce 

como teoría del funcional de la densidad (DFT).1,3 La teoría de los funcionales de la 

densidad se basa en los teoremas de Hohenberg y Kohn formulados en los años 60 que 

permiten describir el problema electrónico usando la densidad de carga electrónica ( ), 

de ahí el nombre de la teoría. El primero de los teoremas establece que la función de onda 

y por ende cualquier propiedad del sistema- se halla unívocamente determinada por la 

densidad electrónica, que es función de las coordenadas espaciales y se denota (x,y,z).1,3  

El teorema muestra ademas, que el potencial V(r) y el numero de electrones quedan 

univocamente definidos por la densidad electrónica. Por otro lado, el hecho de que  

 

determine la densidad, cierra la relación biunívoca entre ambas: 

  

. Como  describe 

y define todas las propiedades del sistema, la energía pasa a ser un funcional

 

de la 

misma, lo que matemáticamente se escribe como: 0 0[ ( )]vE E r

 

En el contexto de DFT la Energía E (como funcional de la densidad) está dada por: 

                                                

 

 Un funcional es una construcción matemática que relaciona una función con un Numero 
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ee neE T V V

 
donde los funcionales corresponden a la energía cinética (T), la interacción núcleo-

electrón (Vne) y la interacción electrón-electrón. (Vee)  

El segundo teorema es conocido como el teorema variacional de Hohemberg y Kohn. El 

mismo se basa en el hecho de que cualquier densidad particular que cumpla los 

requisitos ( )d Nr r y ( ) 0r  (que tenga el numero de electrones correspondiente y 

en ningún lugar del espacio sea menor que cero), debe cumplir con oEE . La 

igualdad es válida si  es la densidad real del sistema en el estado fundamental 0. Como 

vemos al igual que en el caso de usar funciones de onda de prueba lo que  buscamos 

basados en el teorema variacional es aquella  que minimice la energía. El problema 

consiste entonces en hallar las expresiones adecuadas para los funcionales T, Vne y Vee.  

En 1965 Kohn y Sham introdujeron una aproximación para la fórmula del funcional de la 

densidad para obtener la energía cinética T[ ]. Esta aproximación considera un sistema 

de referencia (subíndice s) compuesto por electrones que no interactúan entre sí, pero 

cuya densidad s es igual a la real 0. Al restringir a s a ser igual a 0, esto asegura que el 

potencial Vs(r) que actúa sobre el sistema de referencia, (de electrones no interactuantes) 

produzca la densidad real.4  

En el sistema de referencia podemos escribir el operador Hamiltoniano (Hs) 

correspondiente según: 

2

1 1

1
[ ( )]

2

N N
KS

s i s i i
i i

H v hr 

Al usar electrones no interactuantes, el Hamiltoniano del sistema es la suma de 

Hamiltonianos monoelectrónicos hi
KS donde solo hay un termino de energia cinética y 

uno, correspondiente a la interacción de cada uno de los electrones con el potencial Vs(r). 

Usando este Hamiltoniano la densidad se calcula de acuerdo a:  

2

1

N
KS

s i
i

 

A partir de los espin-orbitales KS
i

 

Estos orbitales denominados orbitales de Kohn y 

Sham se encuentran en forma análoga a los de Hartree-Fock, utilizando álgebra matricial. 



 

28

 
La utilidad de usar un sistema con electrones no interactuantes es que el funcional de la 

energía cinética, es simplemente:  

2 2
1

1 1
(1) (1)

2 2
KS KS

s s i s i i
i i

T

  
que corresponde a la suma de las energías cinéticas de todos los electrones. Usando este 

funcional para la energía cinética definimos ahora al termino T

 

como el funcional que 

nos permite obtener la diferencia de energía cinética entre el sistema de referencia y la 

energía cinética del sistema real.       

sT T T

 

Por otro lado si usamos una aproximación de tipo clásica para la interacción entre los 

electrones, podemos definir al termino eeV

 

como aquel funcional que nos da la 

diferencia para la energía de interacción electrón-electrón entre el sistema real (Vee) y la 

expresión clásica para la interacción electrón-electrón de acuerdo a:   

    1 2
1 2

12

1 ( ) ( )

2ee eeV V d d
r

r r
r r

 

Agrupando ahora ambos términos juntos, se define al llamado funcional de intercambio y 

correlación [ ]xcE

 

como:      

xc eeE T V

 

El último termino del funcional que queda por definir corresponde a la expresión para 

Vne,  que dadas la función de onda o la densidad electrónica y el potencial al que están 

sujetos los electrones (v(r)) es conocida, y se escribe de acuerdo a:  

1

( ) ( ) ( )
N

ne i
i

V v v dr r r r

 

Usando estas definiciones de los funcionales la fórmula final para el funcional de la 

densidad queda:  

1 2
1 2

12

1 ( ) ( )

2s ne xcE T V d d E
r

r r
r r 

Con esta definición podemos calcular la energía para todos los términos, excepto por la 

relativamente pequeña contribución de Exc, cuya forma funcional no es conocida.   
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El enfoque de la teoría de la densidad funcional, sumado a la aproximación de Kohn y 

Sham se basa en un funcional exacto por definición, donde los efectos debidos a la 

naturaleza cuántica del electrón, el intercambio y la correlación son descriptos por el 

término Exc. Sin embargo, como la dependencia funcional de Exc con la densidad es 

desconocida, esto implica que la precisión y calidad de un cálculo basado en DFT 

estará íntimamente relacionada con la aproximación utilizada para darle forma al 

funcional de intercambio y correlación [ ]xcE .1     

A pesar de que la forma exacta de Exc es desconocida se pueden reconocer al menos 

cuatro diferentes contribuciones, estas son i)- La correlación cinética debida a que los 

electrones sí interactúan; ii)- la correlación Coulómbica debido a la repulsión electrón-

electrón; iii)-el intercambio que surge del principio de antisimetría para los fermiones y 

iv)- la corrección debido a que el término Coulómbico incluye la interacción de cada 

electrón consigo mismo ya que contribuye a la densidad de carga total. Como la densidad 

se puede calcular a partir de los orbitales, estos permiten, si se conoce la forma funcional, 

calcular la energía. Por lo tanto si uno tiene una forma para Exc[ ] se puede calcular la 

energía a partir de los orbitales de Kohn y Sham ( KS
i ). El problema se reduce por lo 

tanto a tener un método que permita encontrarlos. Valiéndonos del teorema variacional 

de Hohemberg y Kohn y usando la restricción de ortonormalidad para los orbitales se 

pueden deducir las ecuaciones que deben cumplir los mismos para minimizar la energía. 

El resultado del proceso es un conjunto de ecuaciones de autovalores denominadas de 

Kohn y Sham que tienen la siguiente forma:  

2 2
1 2

1 12

1 ( )
(1)

2
KS KS KS

xc i i i

Z
d v

r r

r
r 

El termino xcv , llamado potencial de intercambio y correlación es la derivada funcional 

de Exc y se define como: 
[ ( )]

( )
( )

xc
xc

E
v

r
r

r 

Es importante remarcar que los orbitales de Kohn y Sham están definidos para el sistema 

de referencia de electrones no interactuantes por lo que no tienen un significado físico 

mas allá de ser una herramienta que permite calcular la densidad electrónica. Al igual que 

en el método de Hartree-Fock para encontrar los orbitales de Kohn y Sham, se los 
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expresa como combinación lineal de funciones de base conocidas, obteniéndose de esa 

manera un conjunto de ecuaciones equivalentes a las ecuaciones de Rootham que se 

pueden expresar en forma matricial como ksh C SC , siendo hKS la matriz determinada 

por la forma del funcional de acuerdo con: 

KS KS ne ee xch h T V V V

  

2
1 1 1 1

1
( ) ( )

2
T dr r r

 

1 1
1

1

( ) ( )neV Z d
r

r r
r

 

2 1 1
1 2

12

( ) ( ) ( )eeV d d
r

r r r
r r

 

1 1 1 1[ ( )] ( ) ( )xc
xcV v dr r r r

 

y  C la matriz de los coeficientes. De manera análoga al método Hartree-Fock, como la 

matriz hKS depende de la densidad y esta depende de los coeficientes, que es lo que 

buscamos, el sistema debe ser resuelto iterativamente, hasta la autoconsistencia. 

¿Cuál es entonces la forma del funcional de intercambio y correlación?. Hohemberg y 

Kohn introdujeron en principio la siguiente expresión:  

[ ] ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )xc xc x cE d d dr r r r r r

 

donde Ex( ) y Ec( ) que son los funcionales de intercambio y correlación 

respectivamente, son completamente separables. Para el término Ex( ) utilizaron la 

expresión que describe el intercambio de un electrón inmerso en un gas neutral y 

homogéneo de electrones con densidad 

 

que se expresa de la siguiente forma:  

1/ 3
1/ 33 3

( ) [ ( )]
4x r 

La energía de correlación Ec( ) por otra parte, puede ser descripta mediante la función 

obtenida por Vosko, Willk y Nusair (VWN) en los años 80.5 El funcional de intercambio 

y correlación obtenido combinando estas fórmulas se denomina Aproximación de la 

Densidad Local (LDA). Los funcionales LDA permiten obtener ciertas propiedades 

moleculares como, geometrías o frecuencias de vibración con cierta precisión aunque por 
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lo general sobreestiman las energías de enlace. La principal limitación del funcional LDA 

radica en que está relacionado con un modelo de gas de electrones uniforme, incapaz por 

lo tanto de describir grandes cambios en . Este problema se solucionó parcialmente 

utilizando funcionales que incorporan explícitamente la dependencia con el gradiente de 

la densidad , conocidos como funcionales con Aproximación del Gradiente 

Generalizado (GGA). Entre los más destacados, basados solamente en consideraciones 

teóricas se encuentran el funcional de intercambio de Perdew y Wang (PW86),6 o el 

funcional de intercambio y correlación propuesto por Perdew, Burke y Ernzerhof (PBE).7 

También se desarrollaron funcionales que incluyen parámetros ajustados para reproducir 

valores obtenidos por otros métodos para átomos aislados, como el funcional de 

intercambio de Becke. Entre los funcionales de correlación más utilizados podemos 

mencionar el de Lee, Yang y Parr (LYP)8 o el de Perdew y Wang (PW91).9 Por último y 

debido a que la aproximación de Hartree-Fock incluye el intercambio de manera exacta, 

el uso de este término ha permitido generar los funcionales llamados híbridos. En estos 

casos el intercambio de Hartree-Fock se combina con algún funcional de correlación del 

tipo GGA. El funcional híbrido más conocido es el B3LYP10 que combina un porcentaje 

del intercambio de HF con la correlación de VWN y LYP, dándole a cada término un 

peso elegido para optimizar los resultados en acuerdo con datos experimentales de 

energías de atomización, potenciales de ionización y afinidades protónicas para un 

conjunto de calibración de átomos y moléculas.  

El método SIESTA  

La mayoría de los cálculos de estructura electrónica realizados en este trabajo fueron 

realizados con el programa SIESTA (Spanish Initiative for Electronic Structure 

Simulations of Thousands of Atoms).11,12 En el siguiente párrafo describiremos las 

características más relevantes del mismo.   

En las implementaciones tradicionales de la teoría del funcional de la densidad (DFT) 

para la realización de cálculos de estructura electrónica en sistemas moleculares, como el 

programa Gaussian,13 es conveniente adoptar funciones de base Gaussianas centradas en 

el núcleo de cada átomo para los orbitales, debido a que la integración analítica de las 
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mismas es bien conocida. Sin embargo, el tiempo de cálculo necesario crece en principio 

con el número de átomos a la cuarta potencia. En cambio el código SIESTA utiliza 

funciones de base numéricas fijas definidas en una grilla tridimensional finita, lo que 

permite que todos los cálculos sean realizados de forma numérica. Otra ventajas del uso 

de funciones numéricas es que la función puede adoptar cualquier forma que uno quiera, 

lo que da una mayor flexibilidad. En particular, las mismas se ajustan a los llamados 

Orbitales Pseudo Atómicos (PAO), que corresponden a las autofunciones del 

Pseudopotencial Atómico confinado en una esfera de potencial infinito (o sea que mas 

allá del radio de la esfera la función de onda vale cero).14 En este esquema de cálculo el 

tiempo computacional crece más lentamente con el número de átomos, lo que permite 

tratar sistemas con un número de átomos relativamente grande, en tiempos razonables. 

Una consecuencia del confinamiento, es que los PAOs poseen una mayor energía cinética 

que las autofunciones no-confinadas. Este incremento de energía se mantiene igual para 

todos los PAOs, obteniéndose así una base balanceada. La magnitud del incremento o 

pseudoatomic orbital energy shift ( PAOE ) es un parámetro variable que debe ajustar el 

usuario. Para moléculas típicas de tamaño medio, valores de PAOE

 

cercanos a 100 meV 

permiten obtener resultados similares a los obtenidos con bases Gaussainas de tamaño 

convencional. En el caso de querer utilizar moléculas que contienen metales de transición 

como Cu, Pt u Fe se requiere usar valores menores, del orden de 30 meV. Por otro lado, 

el método SIESTA utiliza los denominados pseudopotenciales atómicos, una 

construcción que incluye al núcleo del átomo junto con los electrones internos, y que 

permite que solo sea necesario calcular explícitamente las interacciones de los electrones 

de valencia y que se puedan representar adecuadamente y a bajo costo los efectos 

relativistas que pueden ser relevantes en átomos pesados. Actualmente el programa 

SIESTA contiene funcionales de intercambio y correlación del tipo LDA, y el funcional 

GGA PBE.7 Otro parámetro importante que debe determinar el usuario es la precisión de 

la grilla, que se determina eligiendo la energía  correspondiente a una onda plana de la 

máxima frecuencia posible que entra en el mismo espaciamiento de la grilla. Valores de 

entre 100 

 

200 Rydbergs, para este parámetro denominado Energy cut-off (Ecut)  

aseguran una buena precisión. Como comentario general podemos asegurar que el código 
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SIESTA es extremadamente rápido y eficiente en comparación con programas de 

Gaussianas o de Ondas Planas para moléculas de tamaño medio (20 100 átomos).  

En resumen un cálculo de estructura electrónica con el SIESTA, dadas las posiciones 

atómicas, y la cargas del sistema consiste de los siguientes pasos:  

1) Elección de las funciones de base, de acuerdo a la naturaleza de los atomos del 

sistema. 

2) Determinación de los coeficientes iniciales para los orbitales (matriz C) 

3) Cálculo de las integrales correspondientes de acuerdo a la forma funcional elegida 

para hKS. Esto se realiza sumando numéricamente sobre todos los puntos de la 

grilla.  

4) Resolución del problema de autovalores (hKSC=SC ) , para encontrar un nuevo 

conjunto de coeficientes Ci+1. 

5) Comparación de la densidad obtenida con los coeficientes Ci+1 con la obtenida 

para Ci. Si la diferencia entre las densidades es menor que la requerida, se ha 

alcanzado la autoconsistencia y se continua con el siguiente paso. Si la diferencia 

de las densidades es mayor a la requerida se vuelve al paso 3. 

6) Cálculo de la energía y el resto de las propiedades electrónicas. 

7) Cálculo de las fuerzas sobre los átomos.   

Una vez que se tiene la energía y las fuerzas para una configuración particular se puede 

proceder a mover las posiciones de los átomos y volver a realizar el cálculo. A partir de 

aquí podemos ver al código SIESTA (u otro programa de estructura electrónico) como 

una receta tal que dadas las posiciones atómicas nos permite obtener la energía y fuerzas 

del sistema. A partir de esta información se pueden realizar diversos esquemas de cálculo 

como se mencionará mas adelante.   
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Métodos Basados en la Física Clásica  

El primer paso para estudiar mediante el empleo de modelos fisicoquímicos un proceso 

biológico relevante, consiste en modelar con precisión las macromoléculas involucradas. 

Particularmente, y debido a la gran diversidad de procesos que realizan y la eficiencia 

con la que los llevan a cabo, las proteínas has sido un importante punto de encuentro 

entre la físico-química y la biología. Sin embargo debido a que el tamaño medio de una 

proteína es de el orden de los miles de átomos su tratamiento por métodos basados en la 

mecánica cuántica se hace computacionalmente imposible salvo raras excepciones. Es 

por eso que tradicionalmente el estudio físico químico de proteínas por métodos 

computacionales se ha basado principalmente en la mecánica clásica. Los modelos 

clásicos de moléculas permiten describir eficientemente sistemas de miles de átomos, 

como una proteína en agua. Su limitación principal radica en la incapacidad de describir 

procesos reactivos que involucran la ruptura o formación de enlaces, o el tratamiento de 

diferentes estados electrónicos o de espin, ya que todos estos procesos requieren de una 

aproximación que considere los electrones explícitamente. A continuación describiremos 

los fundamentos teóricos y las ecuaciones utilizadas en los métodos clásicos  

Los campos de fuerza clásicos 

En los métodos basados en la mecánica clásica, la naturaleza cuántica de los 

electrones e incluso éstos son ignorados y la energía del sistema depende solamente de 

las posiciones nucleares. A la función energía potencial (dependiente de las posiciones 

nucleares) se la denomina campo de fuerzas, ya que el gradiente de la misma permite 

obtener las fuerzas que actuan sobre cada átomo, tembién se lo encuentra en la literatura 

como potencial. Al igual que en los métodos ab-initio se halla implícita en esta 

simplificación la aproximación de Born-Oppenheimer. En los campos de fuerza clásicos 

las interacciones entre los núcleos, están descriptas por ecuaciones simples y de fácil 

evaluación. Las interacciones entre los núcleos se agrupan en términos de unión, y 

términos de no unión. Los términos de unión describen de manera aproximada la 

interacción entre átomos que están unidos entre si directamente, o a hasta 2 átomos de 

distancia. Así la energía de los términos de unión se descompone en contribuciones 
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debido al estiramiento de un enlace, la flexión de un ángulo entre dos enlaces del mismo 

átomo, o la rotación de los átomos adyacentes sobre el eje de un enlace (Figura 1).       

Figura 1 Esquema de las interacciones de unión en un campo de fuerzas clásico  

Los términos de no unión que describen la interacción entre átomos que están en 

diferentes moléculas o en la misma pero a más de 3 enlaces de distancia, poseen una 

contribución electrostática y una contribución debido a las interacciones de Van der 

Waals.(VDW)15 Actualmente hay disponibles diferentes campos de fuerza clásicos como 

CHARMM,16 GROMOS17 o AMBER.18 Todos poseen una descripción similar de los 

términos que contribuyen a la energía aunque difieren en los parámetros que utilizan en 

las ecuaciones. En esta tesis hemos utilizado el campo de fuerzas de AMBER que 

describiremos con mayor detalle a continuación  

En el campo de fuerzas AMBER la energía potencial, es función de la posición de los N 

átomos del sistema y su forma funcional es la siguiente:  
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Como mencionamos anteriormente en esta ecuación podemos reconocer diferentes 

términos correspondientes a las interacciones mencionadas anteriormente. El primer 

término corresponde al estiramiento de los enlaces entre pares de átomos. La unión 

entre los átomos es descripta por un oscilador armónico de acuerdo con la ley de Hooke. 

El parámetro b0 corresponde a la distancia de equilibrio de ese tipo de unión en particular, 

y Kb es la constante de fuerza del oscilador. Si bien la curva de energía potencial de un 

enlace real no es exactamente armónica, esta aproximación es razonablemente buena. Es 
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claro que este tipo de potencial no permite la ruptura del enlace. El segundo término 

corresponde a la flexión angular. La desviación de un ángulo entre dos enlaces respecto 

de su posición de equilibrio también es descripta por un potencial armónico, donde 0 es 

el valor de equilibrio del ángulo y K

 
la constante de fuerza. Típicamente los ángulos son 

más susceptibles a deformación que los enlaces, de modo que las constantes de fuerza 

angulares poseen valores de entre 30 

 

80 kcal/mol/Rad mientras que las de enlace 

poseen valores de entre 200  500 kcal/mol/Å 

El tercer término corresponde a la energía de torsión de ángulos denominados diedros 

o impropios. Estos ángulos describen la energía potencial a lo largo de un eje de rotación 

definido por un enlace. En la Figura 1 se esquematiza el ángulo diedro definido para los 

átomos 1 y 4, a lo largo del eje 23. En la fórmula del campo de fuerzas, 

 

es el valor que 

toma el diedro que se calcula, de acuerdo al esquema de la figura 1, como el ángulo entre 

los planos que definen los átomos 123 y 234 entre si. El termino Vn, está relacionado con 

la magnitud de la barrera entre dos mínimos adyacentes, n

 

es la multiplicidad, que 

describe cuantos mínimos hay para la rotación entre 0 y 360 grados, y  es la fase que 

determina donde el ángulo pasa por el primer mínimo. A modo de ejemplo, al término de 

torsión  entre los átomos de carbono para el etano, medido entre dos átomos de H 

cualesquiera, unidos a carbonos diferentes, le correspondería un valor de 5 kcal/mol para 

Vn, que corresponde al máximo de energía cuando los hidrógenos se ubican eclipsados. 

Un valor de 3 para la multiplicidad, correspondiente a los tres mínimos (60, 180 y 240 

grados) y 

 

sería 60 que es el primer mínimo correspondiente a la conformación 

alternada.  

El último término, el termino de no-unión, describe a las interacciones entre átomos que 

están en moléculas diferentes o en la misma pero a mas de tres enlaces de distancia. La 

contribución de éste término depende de las interacciones que tengan los átomos a través 

del espacio que los separa y por eso suelen tener una dependencia funcional inversamente 

proporcional con la misma. El término de unión en general se divide en dos 

contribuciones, la electrostática y la de VDW. La interacción electrostática es 

consecuencia de la distribución asimétrica de la densidad de carga en las moléculas. En el 

potencial AMBER el potencial electrostático de cada molécula es representado por un 

arreglo de cargas fraccionarias puntuales ubicadas en la posición de los átomos de la 
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molécula. Estas cargas fraccionarias están elegidas de manera que reproduzcan el 

potencial electroestático generado por la molécula sobre su entorno. Por ejemplo en uno 

de los modelos de la molécula de agua usado por AMBER, al oxígeno le es asignando 

una carga de 0.8 e y a los H una carga de 0.4 e cada uno. Una vez asignadas las cargas a 

todos los átomos la interacción entre los mismos es calculada usando la ley de Coulomb. 

Las interacciones electrostáticas no pueden por sí solas describir totalmente las 

interacciones entre los átomos de moléculas diferentes, por ejemplo en gases nobles 

donde los momentos multipolares son todos cero aún existen interacciones entre ellos. 

Por otro lado si solo tuviéramos en cuenta la interacción electrostática dos átomos con 

carga de signos opuesto se atraerían hasta colapsar en el mismo punto del espacio 

obteniéndose un valor infinito de energía. El comportamiento de la energía en el ejemplo 

del gas noble en función de la distancia que separa a dos átomos es el siguiente: cuando 

los átomos se encuentran infinitamente separados la energía potencial es cero. Cuando 

empiezan a acercarse la energía disminuye (la interacción es atractiva) hasta llegar a un 

mínimo (distancia de equilibrio). Si la distancia disminuye aún más la energía crece 

rápidamente (interacción repulsiva). La formula que describe de manera adecuada a este 

tipo de interacción, repulsiva a corto alcance y dispersiva a largo alcance, es el potencial 

denominado de Lennard-Jones 12-6. El potencial de Lennard-Jones posee dos parámetros 

que dependen del par de átomos del cual se esta describiendo la interacción, estos son:  la 

distancia del mínimo de energía entre ambos átomos ( *
ijR ) y el valor para la energía en 

ese punto ( ij ).  Los parámetros están tabulados según el tipo de átomo, de manera que 

para encontrar los parámetros correspondientes a la interacción del par de átomos i y j, se 

utilizan las siguientes reglas de combinación: * * *( )ij i jR R R

 

y ij i j . Luego los 

términos de la ecuación del campo de fuerzas se calculan como * 12( )ij ij ijA R

 

y * 62 ( )ij ij ijB R . El cálculo del término de no unión es el más costoso 

computacionalmente ya que en el caso ideal involucra computar las interacciones de 

aproximadamente N x (N-1) pares de átomos, mientras que los términos, de enlace, 

angulares y de torsión escalan con el numero de átomos (N). Para disminuir el costo 

computacional, típicamente las interacciones de no unión sólo son calculadas entre los 

pares de átomos que se encuentran a una distancia menor que un valor de corte elegido 
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por el usuario (el radio de corte). Usualmente los valores para el radio de corte son 

mayores a 10 Å.15,18   

Métodos Híbridos QM-MM  

Hasta aquí hemos explicado brevemente los fundamentos teóricos de los métodos 

cuánticos (QM) y los métodos clásicos (MM). La complejidad y precisión de los métodos 

QM permite, al describir en detalle la estructura electrónica del sistema, estudiar procesos 

reactivos, sin embargo debido a su alto costo computacional, se hace muy dificil tratar 

sistemas de más de 100 átomos. Por otro lado los métodos MM permiten tratar de una 

manera simplificada a sistemas con miles de átomos, como las biomoléculas. Sin 

embargo son incapaces de describir procesos reactivos. ¿Qué debemos hacer entonces si 

deseamos estudiar un proceso reactivo en un sistema con miles de átomos, como la 

reacción que ocurre dentro de una proteína?-la respuesta es usar un método que combine 

los beneficios de ambos, o sea un método híbrido.19,20  

Los métodos híbridos QM-MM permiten estudiar reacciones químicas en sistemas 

complejos como las proteínas o las fases condensadas. Estos métodos describen al soluto 

o sitio activo de la enzima mediante métodos de estructura electrónica (subsistema 

cuántico) y al resto del entorno (proteína  y/o solvente) por métodos clásicos (subsistema 

clásico) . 

El Hamiltoniano total y la energía del sistema tiene tres contribuciones:  

TOT QM MM QM MME E E E

 

En este trabajo de tesis, la contribución cuántica es calculada al nivel de DFT, teniendo 

en cuenta sólo los átomos cuánticos, pero considerando a los electrones inmersos en el 

potencial generado no sólo por los núcleos de éstos, sino además por el potencial 

generado debido a las cargas parciales de los átomos clásicos. La contribución clásica es 

calculada con el campo de fuerzas sin modificaciones. El término crítico es el del 

acoplamiento cuántico-clásico. Este término también está compuesto por tres 

contribuciones y se calcula de acuerdo a:  
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siendo C el numero de átomos clásicos con cargas parciales qi, Q, es el número de átomos 

cuánticos con índice . El primer término representa la interacción entre la densidad 

electrónica cuántica y las cargas parciales de los átomos clásicos. El segundo representa 

la interacción entre los núcleos de los átomos cuánticos y las cargas parciales clásicas. 

Estos dos términos representan la interacción electrostática entre los dos subsistemas. El 

tercer término representa la interacción de VDW entre los átomos de ambos sistemas y se 

calcula usando un potencial de Lennard-Jones idéntico al usado en el campo de fuerzas 

clásico.   

El método del link-atom En el estudio por métodos híbridos de reacciones en solución 

en general no hay problemas con la partición del sistema en los subsistemas cuánticos y 

clásicos, ya que por lo general se incluye a las moléculas de soluto completas en el 

subsistema cuántico y el subsistema clásico es conformado por el solvente. En proteínas 

muchas veces ciertos aminoácidos del sitio activo de la proteína participan en la reacción 

química, por lo que deben ser incluidos en el subsistema cuántico. Sin embargo, si no 

queremos considerar a toda la proteína cuánticamente, debemos considerar en diferentes 

subsistemas a átomos unidos entre si covalentemente. Existen diferentes métodos para 

tratar este tipo de fronteras covalentes entre los subsistemas clásico y cuántico. En el 

presente trabajo de tesis hemos implementado el método SPLAM21 (scaled position link 

atom method) adaptado al programa SIESTA. En el método SPLAM un átomo de 

hidrógeno (el link atom HL) es agregado al sistema en cada unión entre un átomo 

cuántico (Cqm) y uno clásico (Cmm). Este hidrógeno cierra el sistema cuántico y se 

encuentra siempre ubicado sobre el enlace Cqm-Cmm. Las fuerzas que siente el HL son 

trasladadas sobre los átomos Cqm y Cmm. Por otro lado, para mantener el enlace entre Cqm 

y Cmm los términos de unión, ángulos y diedros que involucran al enlace son 

considerados por el campo de fuerzas clásico. Las interacciones de Lennard-Jones de los 

átomos HL y Cqm con los átomos clásicos a menos de 3 enlaces de la unión Cqm-Cmm son 

anuladas. Por último, dada la cercanía entre la densidad electrónica del HL y la carga 

parcial del Cmm, la misma se hace cero. El método SPLAM ha demostrado ser eficiente y 

ha sido probado con éxito en diferentes sistemas de naturaleza biológica.21,22   
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En este trabajo de tesis hemos utilizado la implementación del el método híbrido basado 

en  DFT en el código SIESTA y el campo de fuerzas de AMBER.  Los detalles 

adicionales de la  implementación del método QM-MM y su puesta a punto para los 

cálculos en hemoproteínas se omiten por razones de brevedad.23   

Exploración de la superficie de Energía Potencial  

En esta sección presentaremos tres métodos que permiten, usando diferentes 

aproximaciones obtener propiedades de interés para un sistema molecular dado. A la 

función 3N dimensional que describe la energía en función de la posición de los N 

átomos, se la conoce como superficie de energía potencial (SEP).15 Conocer la SEP 

totalmente nos permitiría obtener todas las propiedades termodinámicas y cinéticas del 

sistema. Sin embargo ésta es una tarea computacionalmente imposible. Es por eso que se 

han desarrollado métodos alternativos para explorar la SEP que nos permiten obtener los 

valores  termodinámicos de interés de manera computacionalmente eficiente.   

Minimización de la Energía. Las conformaciones espaciales o puntos sobre la SEP más 

relevantes son aquellos que poseen la menor energía. Los mínimos de energía 

corresponden a las conformaciones estables del sistema, aquellas en las que es más 

probable encontrarlo y que por ende son más representativas. La SEP puede poseer 

muchos mínimos locales y el menor de todos corresponde al mínimo global. Para 

identificar las conformaciones correspondientes a los puntos de mínima energía usamos 

un algoritmo de minimización. Los algoritmos de minimización permiten explorar la SEP 

hasta encontrar un punto donde cualquier movimiento en cualquier dirección haga que la 

energía del sistema crezca. El problema de encontrar el mínimo de una función 

multidimensional es un problema matemático complejo y existen diferentes algoritmos 

que pretenden resolverlo. Entre los algoritmos más usados por los programas de química 

computacional están el de steepest descent y el del gradiente conjugado. En general los 

métodos de minimización son eficientes para encontrar los mínimos locales o el mínimo 

global que se encuentra más cercano (en el espacio de coordenadas) al punto de partida 
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Búsqueda del camino de reacción. En los problemas de naturaleza química y bioquímica 

no sólo importan las propiedades termodinámicas sino también las propiedades cinéticas 

asociadas con los procesos reactivos del sistema. Mientras que las propiedades 

termodinámicas están relacionadas con los mínimos de energía y la energía relativa entre 

éstos, la cinética de un proceso está determinada por la altura de barrera (La energía de 

activación) que separa los mínimos relevantes del sistema. Los mínimos pueden ser los 

reactivos y productos de una reacción química o enzimático de interés, o simplemente 

dos conformaciones alternativas de la proteína. Al camino de mínima energía sobre la 

SEP que separa ambos mínimos se lo conoce como camino de reacción. Al movernos por 

el camino de reacción la energía crece hasta llegar a un máximo. A este punto, que 

corresponde a un máximo de energía a lo largo del camino o coordenada de reacción pero 

a un mínimo en cualquier otra dirección se lo conoce como punto de ensilladura y 

corresponde a la conformación del estado de transición. 

Muchas veces el camino de reacción puede ser descrito por una coordenada simple 

relacionada con las distancias interatómicas o con el valor de un ángulo. A la 

combinacióm de coordenadas atómicas que permite describir un proceso reactivo se la 

denomina coordenada de reacción. Una aproximación al camino de reacción se puede 

obtener usando la técnica denominada de minimización restringida. En esta aproximación 

el sistema es empujado hacia arriba en la SEP a lo largo de la coordenada de reacción 

mientras se realiza una minimización en el resto del espacio de conformaciones. Para ésto 

se agrega el siguiente término armónico al Hamiltoniano:  

2

0

1

2RV k

 

 Donde k es una constante de fuerza ajustable, tal que fuerce al sistema a moverse hacia 

arriba en la SEP, es el valor de la coordenada que tiene el sistema y 0 el valor de la 

coordenada de reacción deseado.  Al mover 0 a lo largo de la coordenada de reacción, 

desde reactivos a productos, en pasos fijos y minimizando en cada punto elegido se 

obtienen los valores de energía a lo largo del camino de reacción. El punto más alto en el 

camino corresponde al punto de ensilladura y la conformación del mismo es una 

aproximación al estado de transición para el proceso en estudio. 
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Dinámica Molecular. En sistemas complejos como las proteínas o las soluciones 

líquidas, debido al gran número de átomos y grados de libertad involucrados, la SEP es 

en extremo compleja con muchos mínimos locales. Los métodos de simulación molecular 

nos permiten obtener una serie de configuraciones representativas del sistema de modo 

que las propiedades termodinámicas extraídas del mismo se correspondan de manera 

precisa con los valores reales. Una de las técnicas más utilizadas es la de dinámica 

molecular. La dinámica molecular calcula la progresión temporal real del sistema. Las 

posiciones atómicas de los átomos del sistema son propagadas temporalmente integrando 

las ecuaciones de movimiento de Newton. En cada paso de dinámica la energía y las 

fuerzas sobre cada átomo son calculadas, y junto con las posiciones y velocidades del 

paso, se calculan las posiciones en un intervalo de tiempo (el time step dt ) posterior. 

De esta manera se genera una trayectoria que describe como cambia la conformación del 

sistema a lo largo del tiempo. La integración de las ecuaciones de Newton se hace de 

manera numérica y existen diferentes algoritmos, el mas utilizado es tal vez el de 

Verlet,24 que es el que utilizamos en todas las simulaciones de dinámica molecular de 

esta tesis. Es importante notar que el time step debe ser tan pequeño como para poder 

describir de manera adecuada el movimiento natural del sistema como si la integración de 

las ecuaciones de Newton fuera exacta. Sin embargo cuanto menor sea el mismo, deberá 

realizarse un mayor número de cálculos para simular un tiempo total dado. En general 

una buena solución de compromiso, es utilizar un time sep que sea un décimo del 

tiempo característico del modo mas rápido del sistema. En moléculas, los modos de 

mayor frecuencia corresponden a la vibración de enlaces, en particular la vibración C-H. 

Dentro de las propiedades termodinámicas que se pueden calcular usando dinámica 

molecular para un sistema, tal vez una de las más relevantes sea la temperatura. La 

temperatura es la manifestación microscópica de la energía cinética promedio de las 

partículas y está relacionada con la misma de acuerdo a:  
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donde pi es el momento del átomo i, y 3N-Nc el numero de grados de libertad. Existen 

varias razones por las cuales el investigador puede querer controlar la temperatura, en 
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particular si se desea conocer el comportamiento del sistema al variarla, o simplemente 

para estudiar reacciones a temperatura constante. Uno de los métodos mas usados para 

mantener la temperatura fija en un valor deseado en una simulación de dinámica 

molecular es el algoritmo de Berendsen. El denominado termostato de Berendsen25 

acopla al sistema a un baño térmico (a la temperatura deseada) que actúa como fuente o 

sumidero de energía térmica. Las velocidades del sistema (y por lo tanto la energía 

cinética) son escaladas en cada paso de dinámica, de modo tal que el cambio es 

proporcional a la diferencia entre la temperatura del sistema y la del baño térmico. El 

factor de escalamiento se calcula de acuerdo con la siguiente expresión:   

2 1 1
( )

batht T

T t

 

Donde 

 

es el parámetro de acoplamiento que regula cuan fuerte es el acoplamiento entre 

el baño y el sistema. Si 

 

es igual al t el acoplamiento es máximo y la temperatura del 

sistema es igual a la deseada en todos los pasos.   
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Capítulo 3      

Reacciones de nitroxilo con porfirinas de hierro y 

manganeso  

En el siguiente capítulo se presenta el estudio experimental de las reacciones de nitroxilo 

(HNO) con diferentes porfirinas modelo de hierro y manganeso. El capítulo comienza 

con una breve introducción a la química del nitroxilo y su relevancia fisiológica. En 

segundo lugar presentamos un resumen relacionado con  las reacciones del NO con las 

mismas porfirinas. Luego se presentan los objetivos y los materiales y métodos 

experimentales correspondientes a esta parte del trabajo de tesis.  A continuación, se 

presentan los resultados para las reacciones del HNO con las porfirinas de ambos 

metales, seguido de un análisis cinético y una propuesta mecanística para la reacción. Por 

otra parte se estudia la factibilidad del uso de las porfirinas de manganeso como agentes 

atrapantes del HNO en un medio fisiológico. Finalmente se presentan las conclusiones 

relacionando los datos obtenidos para las porfirinas modelo con los datos de literatura 

para diversas hemoproteínas.  
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Introducción  

El nitroxilo y la química biológica. El oxido nítrico (NO) es tal vez el óxido de nitrógeno 

más famoso, y si bien fue caracterizado hace más de 200 años por Joseph Priestly1 recién 

en 1980 se reconoció su importancia fisiológica debido al descubrimiento de Ignarro, 

quien demostró que era el mensajero producido por las células endoteliales, responsable 

de la vasodilatación arterial.2 A raíz de este descubrimiento de su rol fisiológico, las 

características reactivas del NO fueron estudiadas detalladamente durante las últimas dos 

décadas.1,3,4,5,6 Más recientemente, se sumó a la familia de especies reactivas de nitrógeno 

biológicamente relevantes el producto de la reducción monoelectrónica del NO, el anión 

nitroxilo (NO-) o su ácido conjugado el nitroxilo (HNO).7 Fisiológicamente es 

considerado un subproducto de la enzima oxido nítrico sintasa (NOS), que en 

condiciones fisiológicas normales produce NO. 8 La producción de HNO/NO-  debida a la 

acción de la NOS se cree asociada al estrés oxidativo9 o a la carencia de cofactores.10,11 

También, se ha propuesto que el HNO/NO- puede ser un subproducto de las reacciones 

de transnitrosación en tioles.12 Ha existido en los ultimos años una gran controversia 

respecto del valor del pKa para el HNO/NO, sin embargo el análisis crítico de los datos 

de literatura recientes sugieren que a pH fisiológico la especie protonada y neutra (HNO) 

es la mayoritaria.13,14,15   

Dada la inestabilidad del HNO/NO- en solución acuosa (la reacción de dimerización para 

dar N2O, 2HNO => N2O + H2O ocurre a velocidad casi difusional)14 para estudiar sus 

efectos se utilizan los comúnmente llamados donores de HNO/NO-. Estos compuestos se 

descomponen térmicamente para dar HNO u NO-, los más comúnmente utilizados son el 

trioxodinitrato de sodio (Na2N2O3, o sal de Angeli SA),16,17 o el ácido 

toluensulfohidroxámico (TSHA), un derivado del  ácido de Piloty.18 La SA es estable a 

pH alcalinos, y se descompone en medio ácido (pH < 7) para dar HNO y nitrito, aunque a 

pH muy bajos también se ha sugerido que puede producir NO.17 El TSHA en cambio es 

estable a pH ácido y se descompone en soluciones alcalinas para dar toluensulfonato y 

NO-.18  
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Entre los posibles blancos moleculares del HNO se encuentran las hemoproteínas,19 (en 

los estados férrico20  y ferroso21,22) , los tioles,23 el oxígeno molecular, el NO y el HNO 

mismo.14 Los estudios más detallados al respecto se han centrado en la reactividad del 

HNO/NO- con la hemoglobina y la mioglobina.20,21 La mioglobina en su estado ferroso 

forma un complejo Fe2-HNO, coordinado por el nitrógeno, (observado por resonancia 

magnética nuclear, RMN) que es estable por días a pH alcalinos,21 lo que sustenta la idea 

de que el HNO es en realidad un ácido débil. Dada esta amplia gama de posibilidades, 

para un entorno particular, la vía predominante de reacción del HNO estará 

determinada por la velocidad relativa entre las posibles reacciones y la 

concentración local de los reactivos. Resultados comparativos realizados con SA 

sugieren que el HNO reaccionaría preferentemente con proteínas con centros férricos o 

tioles antes que con oxígeno molecular o consigo mismo, para dar N2O.24 

Paralelamente a los estudios in-vitro mencionados en el párrafo anterior, los resultados 

obtenidos in-vivo sugieren que el NO y los donores de HNO/NO- poseen actividad 

farmacológica marcadamente distinta25,26,27 y que ambas especies podrían coexistir en 

ciertos tejidos. Los intentos para discriminar los efectos de ambas especies han sido un 

área de interesantes desarrollos. Entre ellos se destacan el uso de spin traps como 

agentes atrapantes de NO, que sin embargo ha producido resultados controversiales.23,28 

En otros estudios, la cisteína fue utilizada como agente bloqueante de la actividad de 

HNO o NO, sin embargo en estos casos, es necesario realizar posteriormente un análisis 

de los productos de reacción para determinar cuál de las dos especies estuvo presente.29 

La discriminación inequívoca de la presencia de HNO u NO, continúa siendo una de 

las claves para el análisis e interpretación de la investigación reciente en esta área.   

Reacciones de NO con metaloporfirinas. Los grupos hemo aislados junto con las 

metaloporfirinas sintéticas nos ofrecen la oportunidad de estudiar la reactividad y cinética 

del grupo prostético de las hemoproteínas, sin las complicaciones que surgen de la 

interacción de los ligandos reactivos con la matriz proteica. Como ya se mencionó en la 

introducción, este tipo de estudios permiten comprender la reactividad intrínseca del 

grupo hemo frente a los ligandos de interés y es el punto de partida para analizar la 

función de las hemoproteínas. Los reactivos porfirínicos utilizados son por ejemplo  el 
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grupo hemo aislado (Hemina IX), el hemo péptido microperoxidasa, que provee un 

modelo de hemo pentacoordinado con una histidina y/o las metalo tetrafenil porfirinas 

sustituidas en los anillos bencénicos con grupos funcionales cargados, lo cual las hace 

solubles en agua.  

Las reacciones de NO y CO gaseoso o de donores de NO con metaloporfirinas han sido 

estudiadas durante décadas. Una notación que resulta conveniente para clasificar los 

complejos nitrosilados con metales en distinto estado de oxidación es la propuesta por 

Enemark y Feltham.30 En esta notación el complejo metal-NO es tratado como una 

unidad caracterizada por el número de electrones resultante de la suma de los electrones d 

del metal y los electrones de los orbitales * del ligando. Los resultados de varios 

estudios muestran que el NO reacciona con las hierro-porfirinas velozmente (las 

constantes cinéticas para las reacciones de asociación tienen valores > 106 M-1s-1 )31, 

formando los correspondientes complejos nitrosilados para porfirinas tanto férricas como 

ferrosas, siendo los complejos ferrosos {FeNO}7 mucho mas estables que los férricos 

{FeNO}6 lo que se evidencia en la significativamente menor  constante de disociación.31 

Otro punto importante en las reacciones de NO con hierroporfirinas, es el hecho de que 

en los complejos nitrosilados férricos {FeNO}6, el NO posee cierta densidad de carga 

positiva. Esto se explica formalmente, en el contexto del modelo de Lewis, debido a la 

existencia de las siguientes estructuras de resonancia:  FeIII-NO 

 

FeII-NO+. El NO+ 

resultante es por lo tanto propenso a reaccionar con diversos nucleófilos (Nucl-) (por 

ejemplo NO2
- y OH-), según las siguientes reacciones:  

FeIII + NO => FeIII-NO  FeII-NO+ + Nucl- => FeII + Nucl-NO  

A este proceso se lo denomina nitrosilación reductiva.32 El complejo FeII resultante 

puede reaccionar por lo tanto con otra molécula de NO para dar el correspondiente 

complejo {FeNO}7. Mediante el proceso de nitrosilación reductiva las porfirinas férricas, 

al reaccionar con NO en exceso o en presencia de nucleófilos, dan como producto 

complejos nitrosilados ferrosos {FeNO}7.32 

En el caso de porfirinas con manganeso el caso es ligeramente diferente. Las porfirinas 

de MnII reaccionan con NO para dar los correspondientes complejos {MnNO}6 que son 
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estables por días a temperatura ambiente.33 Sin embargo las porfirinas de MnIII solo 

reaccionan muy lentamente con NO y la nitrosilación reductiva ocurre sólo con exceso de 

NO gas y con un tiempo medio de reacción del orden de horas.33   

Objetivos  

Con el objetivo de analizar detalladamente el mecanismo y la cinética de reacción del 

HNO/NO- con porfirinas de hierro y manganeso, junto con el objetivo adicional de 

encontrar una reacción que permita discriminar inequívocamente los efectos del 

HNO/NO- de los del NO decidimos estudiar las reacciones de diversos donores de 

HNO/NO- (SA y TSHA) con diferentes porfirinas de hierro y manganeso. 

Específicamente se utilizaron la microperoxidasa 11 (MP11), las porfirinas sintéticas 

solubles en medio acuoso con periferia negativa meso-tetrakis(4-sulfonatofenil) 

porfirinato de Fe(III) (FeIIITPPS) o Mn(III) (MnIIITPPS) o con periferia positiva meso-

tetrakis (N-etilpiridinio-2-il) porfirina de Mn(III) (MnIIITEPyP),  la meso-tetrakis (N-

metilpiridinio-4-il) porfirina de Fe(III) (FeIIITMPyP) y la porfirina soluble en medio 

orgánico de Fe(III)  meso-tetrakis-tetrafenil porfirina (FeIIITPP). A continuación se 

muestran las estructuras de las diversas porfirinas.    



 

51

 
LysGln

Val

N N

N N

O O-
O

O-

S

S

Cys

Cys

Ala

Gln

His

Thr

Val

Glu

Fe

   

N N

NN

R

R

R

R

Me

R1=

N+
R3=

R2= SO3
-

N+R4= CH3

  

Me = Fe(III) o Mn(III) según corresponda. R=R1, R2, R3 y R4 correponden a TPP, 

TPPS,  TEPyP y TMPyP, respectivamente. 

Micrperoxidasa 11

 

Porfirina

 

Sustituyentes bencenicos 



 

52

 
Materiales y Métodos  

Reactivos. MP11, FeIIITPPS, FeIIITMPyP, FeIIITPP y los donores de NO (nitroprusiato 

de sodio y S-nitroso-N-acetilpenicilamina SNAP) fueron comprados en Sigma-Aldrich 

Argentina. MnIIITEPyP y MnIIITPPS fueron comprados en Frontier Scientific. La SA y 

TSHA fueron sintetizados según los protocolos publicados.34   

Reacción de donores de HNO con porfirinas de FeIII/MnIII. Todas las reacciones se 

llevaron a cabo a 25 oC en buffer fosfato 0.1 M con EDTA 10-4 M. Las concentraciones 

de porfirina utilizadas se variaron entre 1-10 x 10-6M, valores para los cuales la 

absorbancia de las bandas analizadas estaba entre 0.5-1. Los espectros fueron medidos en 

un espectrofotómetro UV-visible modelo HP8453 con un arreglo de diodos. Se utilizó 

una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso óptico sellada con un septum de goma. Todas las 

reacciones se llevaron a cabo en atmósfera inerte, salvo que se mencione específicamente 

lo contrario. Las soluciones de SA y TSHA se prepararon nuevas antes de cada set de 

experimentos y se mantuvieron en hielo para evitar la descomposición térmica del donor. 

Las concentraciones del donor se midieron espectroscópicamente antes de cada 

experimento. Las soluciones de TSHA se prepararon en etanol 96% y fueron utilizadas en 

soluciones finales con una relación etanol/agua menor al 1%.  La confirmación de la 

obtención de los complejos nitrosilados correspondientes se hizo por comparación del 

espectro UV-Vis con datos de literatura y por comparación con el espectro obtenido para 

la reacción entre las correspondientes Fe(II) porfirinas y NO gaseoso. Confirmación 

adicional de la formación de los complejos provino de las espectroscopías IR y Raman-

resonante.   

Obtención de cristales del complejo FeIITPPNO por reacción entre FeIIITPPP con SA 

y TSHA. El complejo FeIITPPNO se obtuvo agregando gota a gota una solución de SA 

(1.7 mg 0.014 mmoles) en 3 ml de metanol a una solución de Fe3TPPCl (10mg 0.014 

mmoles) en un mínimo volumen de cloruro de metileno (aprox. 2 ml) con agitación. 

Durante todo el tiempo de reacción las soluciones se mantuvieron en atmósfera de argón. 

Luego de aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente se forma un precipitado 
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rojo-amarronado. El precipitado fue separado por centrifugación y lavado con agua. 

Luego de la recristalización en CH2Cl2/CH3OH  se obtuvieron 7.9 mg de Fe2TPPNO 

(rendimiento: 80%). El producto fue caracterizado por espectroscopía UV/Visible, FTIR 

y microanálisis. Todos los datos espectroscópicos coincidieron con los esperados para el 

complejo según los valores de literatura35 ( max 413 nm, NO 1680 cm-1). La reacción de 

Fe3TPPCl con TSHA dio el mismo producto en las mismas condiciones experimentales 

con la salvedad de que a la solución se le agregó 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno 

(DBU) como base orgánica para descomponer el TSHA.  

Determinación de las constantes de velocidad. Todas las reacciones llevadas a cabo 

como se menciona en el párrafo anterior se siguieron en el tiempo hasta obtener un 

espectro constante. Los tiempos de reacción oscilaron entre 60 segundos y 2 horas. Las 

velocidades iniciales se obtuvieron de las gráficas de concentración de producto/reactivo 

vs tiempo luego de interpolar la función correspondiente. 

La kobs correspondiente a las reacciones bimoleculares se obtuvieron de la pendiente del 

gráfico correspondiente de velocidad inicial vs concentración de donor o HNO, según 

corresponda, mediante técnicas de regresión lineal. Asumiendo que la coordinación del 

donor a la porfirina es el paso limitante de la reacción, la kobs correspondiente obtenida de 

esta manera es la constante de asociación (kon) para el donor en cuestión. En los casos en 

los cuales la descomposición espontánea del donor (producción de HNO/NO-) fuera el 

paso limitante se utilizó el siguiente análisis cinético:       

Donde la reacción (1) corresponde a la descomposición reversible del donor, la (2) 

representa la unión del HNO/NO- a la porfirina y la (3) representa la dimerización del 

HNO. Asumiendo que la reacción (1) es el paso limitante y utilizando la aproximación de 

estado estacionario para la concentración de HNO [HNO], todo el HNO producido por la 

k1

 

HNO  +  MeIIITPPS

 

MeIITPPS-NO + H+      (2)

 

HNO  +  HNO

 

N2O  + H2O              (3)

 

Donor (TSHA or SA)

 

HNO                      (1)

 

k2

 

k-1

 

k3

 



 

54

 
reacción (1) debe ser consumido en las reacciones (2) y (3). En este caso podemos igualar 

la velocidad de producción de HNO (v1) a su velocidad de consumo (v2 + v3). O sea v1 = 

v2 + v3. Tanto la velocidad de descomposición del donor (v1) como la velocidad de 

formación de porfirina-HNO son conocidas para cada experimento (v1 se obtiene a partir 

de la concentración de donor y k1, y v2 es la que se mide). Por lo tanto, conociendo v1 y 

v2 se puede obtener una estimación de v3. La velocidad de dimerización del HNO 

responde a la ley de velocidad v3 = k3[HNO]2. La constante de velocidad para esta 

reacción (k3) es conocida (k3 = 8 x 106 M-1s-1). 14 Por lo tanto, calculando v3 (a partir de v1 

y v2) y conociendo k3 se puede estimar la concentración de HNO en cada caso. La 

reacción inversa a la reacción (1) no se tuvo en cuenta debido a que su velocidad es 

insignificante comparada con  v2 o v3.
16,17,18 Utilizando los valores estimados de [HNO] 

se graficaron las velocidades iniciales para la reacción (2), v2 vs [HNO], y a partir de la 

pendiente del gráfico se obtuvieron los valores de la constante de asociación bimolecular 

del HNO con la porfirina correspondiente. (kon(HNO)) El error para cada una de las 

constantes obtenidas se obtuvo propagando el error de la pendiente obtenida en la 

regresión, en la cual se incluyó el error estadístico (desvío estándar) para cada uno de los 

valores medios utilizados.    
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Resultados  

Reacción de los donores de HNO con Fe3-Porfirinas. El agregado de donores de 

HNO/NO- (TSHA o SA) a soluciones de Fe3TPPCl, Fe3TPPS, Fe3TMPyP, Fe3MP11 y 

Hemina IX, dio como resultado en todos los casos la obtención de los complejos  Fe2-

porfirina-NO correspondientes. (las reacciones se realizaron en cada caso como se 

describe en la sección de Materiales y Métodos).  En todos los casos los espectros UV-

visible de los productos (Figura 1) fueron los mismos que se obtenían al realizar la 

siguiente reacción:   

Me3-porfirina + reductor + NO gas => Me2-porfirina-NO  

que es el método tradicional para obtener los complejos porfirínicos {FeNO}7 

(ferroso).  En el caso de las porfirinas solubles (Hemina IX y FeTPPS) se confirmó 

adicionalmente la identidad del producto de reacción por espectroscopía Raman 

resonante.  

Figura 1  

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

A
bs

or
ba

nc
ia

 

Figura 1A. Cambios espectrales correspondientes a la conversión de FeIIITMPyP 5 x 10 6 M, (trazo negro, 

max=408nm) a FeIITMPyP-NO (trazo gris max=415nm) en buffer fosfato a 250 C. La región 450-700 nm 

está ampliada 5 veces para observar las bandas Q.  
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Figura 1B. Cambios espectrales correspondientes a la conversión de FeIIITPPS 5 x 10 6 M, (trazo negro, 

max=403nm) a FeIITPPS-NO (trazo gris max=415nm) en buffer fosfato a 250 C. La región 500-700 nm está 

ampliada 5 veces  para observar las bandas Q. 
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Figura 1C. Cambios espectrales correspondientes a la conversión de FeIIIMP11 5 x 10 6 M, (trazo negro, 

max=405nm) a FeIIMP11-NO (trazo gris max=411nm) en buffer fosfato a 250 C.  

La confirmación adicional de la obtención de Fe2-NO porfirinas mediante el uso de 

donores de HNO provino de la reacción con Fe3TPPCl. Esta porfirina soluble en medio 

orgánico es fácilmente cristalizable y se ha utilizado para caracterizar estructuralmente 
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diversos complejos nitrosilados. Realizando la reacción de acuerdo a lo descrito en 

Materiales y Métodos se obtuvieron cristales del producto de la reacción de TSHA u SA 

con FeIIITPPCl. Los mismos fueron analizados por FTIR obteniéndose una banda para el 

estiramiento de NO en 1680 cm-1. Este valor es típico para complejos {FeNO}7 mientras 

que los complejos {FeNO}6 presentan por ejemplo valores para el estiramiento del NO 

superiores a 1800 cm-1.   

Reacciones de los Donores de HNO/NO- con porfirinas de Mn. De manera análoga a 

lo observado con las porfirinas de hierro, el agregado de una solución de SA o TSHA a 

una solución de MnIIITEPyP en atmósfera inerte produjo los cambios espectrales que se 

ven en la Figura 2, que corresponden a la conversión de la porfirina libre a MnIITEPyP-

NO.   
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Figura 2. Cambios espectrales correspondientes a la conversión de MnIIITEPyP 5 x 10 6 M, (trazo gris, 

max=455nm) a MnIITEPyP-NO (trazo negro max=422nm) en buffer fosfato a 250 C.  

Cambios espectrales similares se observan para la reacción de SA o TSHA con 

Mn3TPPS aunque en este caso por los motivos que se explicarán a continuación se 

requiere un exceso de donor para completar la reacción.  

Para poder utilizar las porfirinas de manganeso como atrapantes de HNO/NO-, o en 

ensayos de discriminación frente a los efectos del NO, es imprescindible que estas sean 

inertes frente al NO gaseoso o sus donores. Por lo tanto decidimos estudiar el 

comportamiento de la MnIIITEPyP frente al NO. El agregado de soluciones de donores de 



 

58

 
NO comúnmente utilizados como el nitroprusiato de sodio o el SNAP, a soluciones de 

MnIIITEPyP, en condiciones equimolares o en exceso del donor (hasta 10 veces) en 

atmósfera inerte no produjo reacción alguna (o sea no se observaron cambios espectrales) 

luego de más de 30 minutos. Solo se observó formación de MnIITEPyP-NO si al medio 

de reacción se agregaba un agente reductor (ditionito de sodio o ácido ascórbico) en 

relación equimolar con la porfirina antes o después del agregado del donor. El resultado 

confirma lo observado por Spajosevich et al.33 quienes observaron que la nitrosilación 

reductiva en porfirinas de manganeso sólo ocurre muy lentamente y con exceso de NO 

gaseoso. 

Además de saber que no hay interferencia del NO, el uso de las porfirinas de manganeso 

como atrapantes o detectoras de HNO en medio biológico requiere el conocimiento del 

comportamiento de la reacción en medio aeróbico.  La reacción de MnIIITEPyP con 

SA/TSHA en presencia de oxígeno dió como resultado el derivado nitrosilado con la 

misma velocidad y rendimiento casi estequiométrico, al igual que en atmósfera de argón. 

(Figura 3) 
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Figura 3. Absorbancia en función del tiempo para MnIIITEPyP (454 nm) y MnIITEPyP-NO (422 nm), en la 
reacción de  MnIIITEPyP con SA en atmósfera de argón (negro) y en presencia de oxígeno (gris).    

Sin embargo, en presencia de oxígeno el producto nitrosilado no es estable y se 

descompone con un tiempo medio de varios minutos generando nuevamente el espectro 

de partida asignado a MnIIITEPyP .  (Figura 4) 
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Figura 4. Seguimiento de la reacción de SA y MnIITEPyP en aire. ( MnIIITEPyP: trazo negro, max= 454 

nm;  MnIITEPyP-NO: trazo gris, max= 422 nm).   

La confirmación de que el oxígeno reacciona con MnIITEPyP-NO para dar de nuevo el 

complejo de partida se confirma al agregar nuevamente SA al medio de reacción lo que 

da lugar de nuevo a la formación del complejo nitrosilado. Si la reacción se mantiene en 

presencia de oxígeno es posible realizar muchos ciclos de reacción consumiendo 

catalíticamente SA. (Figura 5) El mismo comportamiento se observa con TSHA. 
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Figura 5. Absorbancia de  MnIITEPyP-NO (422 nm) para la reacción de MnIIITEPyP con SA/TSHA en 
aire. Las flechas indican cada agregado de SA.   
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El comportamiento de la reacción en presencia de aire evidenciado en la Figura 5 se 

explica de acuerdo al siguiente Esquema (2): 

NO3
-   

  
O2 

MnII

N
O

HNO     
MnIII

 

Esquema 2: Mecanismo catalítico de reacción de los donores de HNO con porfirinas de Manganeso III en 
medio aeróbico.  

La clave del mecanismo catalítico es el ataque del O2 al complejo nitrosilado para 

reoxidar al metal y generar nitrato.   

Estudio cinético de las reacciones. Los tiempos de vida media para la descomposición 

espontánea de la SA y el TSHA en las condiciones experimentales utilizadas son del 

orden de 15-30 min. Sin embargo, dependiendo de la porfirina utilizada, en condiciones 

estequiométricas de relación donor/porfirina los tiempos medios de reacción varían entre 

5 segundos y varias horas. Para conciliar esta observación con un mecanismo de reacción 

que permita obtener constantes cinéticas relevantes propusimos el mecanismo descrito en 

el siguiente esquema:  

HNO     
Donor  + 

HNO +

H+

kd (1)

kon (HNO) (2)

kon (Donor) (3)

kcat (Donor) (4)

MeIII

MeIII

MeIII

HNO
Donor

MeII

N
O

 

Esquema 3: Mecanismos de reacción de los donores de HNO con porfirinas de FeIII y MnIII 
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Donde kd es la constante de velocidad de descomposición espontánea del donor, 

kcat(Donor) es la constante de velocidad de la descomposición del donor catalizada por la 

porfirina, kon(Donor) y kon(HNO) son las constantes de asociación a la porfirina  del donor y el 

HNO respectivamente. Las reacciones inversas no se consideraron dado que se supuso 

que sus velocidades son despreciables en las condiciones experimentales utilizadas. Si la 

formación de producto ocurre debido a las reacciones (1) y (2), entonces la 

descomposición del donor (kDonor) debe ser el paso limitante y el tiempo medio de 

reacción no puede ser menor que el de producción de HNO debido a la descomposición 

espontánea del donor. Por otro lado, si la velocidad de reacción supera la velocidad de 

descomposición del donor, esto indicaría que la formación de producto ocurre a través de 

las reacciones (3) y (4) y que la coordinación del donor a la porfirina es el paso limitante. 

En los casos en que la reacción ocurre a través de los pasos (1) y (2) kon(HNO) se calculó a 

partir de las gráficas de velocidad inicial vs [HNO] de acuerdo a lo mencionado en 

Materiales y Métodos. En los casos en que la reacción ocurrió por los pasos (3) y (4) , la 

constante de asociación kon(Donor) se obtuvo de las gráficas de velocidad inicial vs [donor] 

como se menciona en Materiales y Métodos.  

Reacción de FeIIITMPyP con SA. El agregado de una solución de SA a la solución de 

FeIIITMPyP a pH 7 en atmósfera inerte en relación equimolar donor/porfirina, produjo la 

conversión total de FeIIITMPyP a FeIITMPyP-NO en menos de 1 minuto. La vida media 

de la SA en estas condiciones es de aproximadamente 15 min.16 Por lo tanto queda claro 

que la descomposición de SA no es el paso limitante y la reacción puede ocurrir por los 

pasos (3) y (4). Del grafico de velocidad inicial vs [SA] (Figura 6) se obtiene por lo tanto 

la constante de velocidad de coordinación de la SA a esta porfirina (kon(SA)= 1.2 x 104 M-1 

s-1) 
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Figura 6. Gráfico de velocidad inicial de conversión de FeIIITMPyP 5 x 10 6 M a FeIITMPyP-NO  

(M/s) vs concentración de SA (M). ( pH 7 buffer fosfato, 25 0C).  

Para confirmar el efecto catalítico de las porfirinas con periferia positiva sobre la 

descomposición de la SA, decidimos realizar la reacción en buffer fosfato pH 10. A este 

pH la SA se encuentra principalmente en su estado dianiónico (N2O3
2- pka2=9.7) que es 

muy estable ya que la vida media de descomposición es de 120 min.16 Sin embargo, al 

igual que en el caso a pH 7, la reacción tuvo un tiempo de vida media cercano a 5 s, 

indicando que nuevamente la reacción (3) es el paso limitante y la porfirina cataliza la 

descomposición de la SA. 

Reacción de FeIIITEPyP con TSHA. A pH 7, el TSHA se encuentra principalmente en su 

forma neutra (RNHOH) y se descompone lentamente (ktsha pH < 7, 5 x 10 5 s-1, t1/2 = 230 

min). A pHs mayores ocurre la desprotonación que da como resultado un equilibrio entre 

las especies (R-N--OH  R-NH-O-), esto facilita la descomposición del TSHA (kTSHA, pH 

10 = 3.5 x 10-4, t1/2 = 33 min).18  Similarmente a lo observado con SA, el agregado de 

TSHA a una solución de FeIIITEPyP en atmósfera inerte a pH 10 produjo la conversión 

total a FeIITEPyP(NO) en menos de 1 minuto. Como ya mencionamos previamente, en 

estas condiciones el  TSHA se descompone con una vida media de 33 min, lo que 

nuevamente sugiere que la porfirina acelera la descomposición del TSHA y que la 

interacción TSHA-porfirina es el paso limitante de la reacción. En este escenario, del 

gráfico de velocidad de reacción vs [TSHA] (Figura 7) se obtiene el valor para kon(TSHA). 

= 6.9 x 103 M-1 s-1. 
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Figura 7. Velocidad inicial para la conversión de FeIIITMPyP 5 x 10 6 M a FeIITMPyP-NO  (M/s) vs. 

[TSHA] a pH 10 (buffer fosfato, 25 0C).   

Reacción de SA con MP11. Para la  conversión total de FeIIIMP11 a FeIIMP11-NO se 

requiere un exceso de donor (> 20X) y los tiempos de reacción fueron superiores al 

tiempo medio de descomposición del donor, indicando que en este caso la 

descomposición del mismo sería el paso limitante  y la reacción ocurre por los pasos (1) y 

(2) del esquema. Como fue mencionado en Materiales y Métodos conociendo la 

velocidad de dimerización del HNO, la velocidad de descomposición del donor, y la 

velocidad de reacción (medida en cada caso) se  puede estimar [HNO]. Con esta 

estimación, a partir de los gráficos de velocidad de formación de MP11-NO vs [HNO] 

estimada se calcula la constante de asociación bimolecular del HNO al hemopéptido, 

obteniéndose el valor: kon (HNO) = 2.2 x 105 M-1 s-1. 
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Figura 8. Velocidad inicial para la conversión de FeIIIMP 5 x 10 6 M a FeIITMPyP-NO  (M/s) vs. [HNO] 

estimado a pH  7  (buffer fosfato, 25 0C).   

Reacción de MP11 con TSHA. Similarmente a lo ocurrido con SA , el agregado de TSHA 

a una solución de MP11 a pH 10 produjo la formación de MP11-NO en tiempos mayores 

a los de descomposición del TSHA.  Usando el mismo análisis que en el caso de SA se 

obtiene el gráfico de velocidad de reacción vs [HNO] estimada y consecuentemente la 

constante bimolecular kon (HNO) = 8.6 x 104 M-1 s-1 
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Figura 9. Velocidad inicial para la conversión de FeIIIMP 5 x 10 6 M  a FeIITMPyP-NO  (M/s) vs. 

[HNO] estimado a pH  10  (buffer fosfato, 25 0C).   

Como era de esperarse las constantes bimoleculares obtenidas para la reacción del HNO 

con la MP11 usando SA o TSHA son muy similares.  
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Reacciones de MnIIITEPyP con SA.  Para la reacción de MnIIITEPyP con SA en buffer a 

pH 7, la conversión total a MnIITEPyP-NO para una reacción con relación equimolar 

donor/porfirina ocurre en un tiempo medio de aproximadamente 5 s (173 veces más 

rápido que el tiempo de vida media de la SA).  El hecho que la velocidad de reacción sea 

mayor que la descomposición espontánea del donor, implica que el paso limitante es la 

interacción de la SA con la porfirina (reacción (3)). En estas condiciones se puede 

obtener la constante de asociación kon(AS) del gráfico de velocidad inicial vs. [SA], como 

se menciona en la sección de Materiales y Métodos. (Figura 3) 
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Figura 10. Velocidad de reacción inicial observada vs. concentración inicial de AS a pH 7 y 25 oC, para la 

reacción de MnIIITEPyP 5 x 10 6 M con AS.    

Al igual que en el caso de la porfirina FeIIITMPyP, para confirmar el efecto catalítico, 

decidimos realizar la reacción a pH 10 donde la SA es muy estable. Sin embargo, al igual 

que en el caso a pH 7 y al caso con la porfirina férrica, la reacción tuvo un tiempo medio 

de sólo 3 a 5 s, indicando que nuevamente la reacción (3) es el paso limitante y la 

porfirina de manganeso cataliza la descomposición de la SA.   

Reacciones de MnIIITEPyP con TSHA. De manera similar que con SA, el agregado de 

una solución de TSHA a una solución de MnIIITEPyP en atmósfera inerte dio como 

resultado la obtención de MnIITEPyP-NO. A pH 10 la reacción en condiciones 

estequiométricas tiene un t1/2 de 3 a 5 segundos, lo que sugiere que al igual que en  el 
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caso de la SA, TSHA interactúa directamente con la porfirina que cataliza su 

descomposición.  
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Figura 11. Velocidad inicial observada vs concentración inicial de TSHA a pH=10 (buffer fosfato, 25 °C),  

para la reacción entre TSHA y MnIIITEPyP. [MnIIITEPyP] = 5.5 x 10-6 M.   

A pH 7 la interpretación de los resultados no es tan directa. La vida media para la 

reacción equimolar es de solo 33 min, comparado con los 230 min de la descomposición 

espontánea. El leve aumento de la velocidad aparente de descomposición del donor a pH 

7, podría ser una consecuencia de la reversibilidad de la reacción de descomposición del 

TSHA. La captura del HNO/NO- por parte de la MnIIITEPyP eliminaría la reacción 

inversa, produciendo de esa manera un incremento en la velocidad observada. Sin 

embargo un efecto catalítico de la porfirina como el observado a pH 10 no puede ser 

descartado.  

Reacción de SA con MnIIITPPS. Aunque los cambios espectrales para la reacción de SA 

con MnIIITPPS (una porfirina con periferia negativa) son similares a los observados con 

MnIIITEPyP, se requiere un exceso de SA para completar la reacción. Para 

concentraciones equimolares de SA y MnIIITPPS a pH 7 la vida media de la reacción es 

de 117 minutos (mientras que para la descomposición espontánea de la SA es de 15 min). 

Dado que la reacción es más lenta que la descomposición espontánea del donor y que se 

requiere un exceso del mismo para completar la reacción es razonable suponer que la 

descomposición del donor es el paso limitante y la reacción ocurre por los pasos (1) y (2) 
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del esquema. Como se ha mencionado en Materiales y Métodos conociendo la velocidad 

de dimerización del HNO la velocidad de descomposición del donor y la velocidad de 

reacción (medida en cada caso) se  puede estimar [HNO]. A partir de los gráficos de 

velocidad de formación de MnIITPPS-NO vs [HNO] se puede calcular la constante de 

asociación bimolecular para el HNO a la porfirina. (konHNO) 
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Figura 12. Velocidad inicial observada vs [HNO] estimada.  (pH 7 buffer fosfato 0.1 M, 25 0C), para la 

reacción de MnIIITPPS (5 x 10 6 M) con AS.   

Para confirmar que en el caso de la porfirina negativa TPPS no hay efecto catalítico sobre 

la descomposición de la SA, realizamos la reacción a pH 10 donde la descomposición de 

SA es muy lenta (t1/2=230 min). Como era de esperarse, para una relación SA:MnIITPPS 

de 2:1 se observó la formación de menos del 2% de MnIITPPS-NO al cabo de 2 hs.   

Reacción de MnIIITPPS con TSHA. La reacción entre MnIIITPPS y TSHA a pH 10 

muestra los mismos cambios espectrales que la reacción con SA, y al igual que ésta se 

requiere un exceso de donor (TSHA) para obtener 100% de la porfirina nitrosilada. Para 

una reacción equimolar, el tiempo de reacción medio es de 115 minutos, mientras que en 

las mismas condiciones la descomposición espontánea del TSHA tiene una vida media de 

unos pocos minutos. Dado que los resultados son equivalentes que los obtenidos para la 

reacción con SA a pH 7, se utilizó el mismo análisis que en este caso. A partir del gráfico 

de velocidad de reacción inicial vs [HNO] estimada se obtuvo un valor aproximado para 
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la kon(HNO). Como era de esperarse el valor obtenido es similar al obtenido para la 

reacción con SA. 
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Figura 13. Velocidad inicial observada vs [HNO] estimada.  (pH 10 buffer fosfato 0.1 M, 25 0C), para la 

reacción de MnIIITPPS (5 x 10 6 M) con TSHA.   

De nuevo, al igual que en el caso de la SA, para confirmar que no hay efecto catalítico 

de la porfirina sobre la descomposición del TSHA, realizamos la reacción entre 

MnIIITPPS y TSHA a pH 7. En estas condiciones la vida media del TSHA es de 120 min. 

Como era de esperarse para una reacción con relación estequiométrica TSHA:porfirina 

2:1 al cabo de 2 hs de reacción se observo una formación de producto menor al 2%.   

Discusión  

Mecanismos de reacción y cinética comparativa Todas las constantes cinéticas 

obtenidas para las diferentes reacciones se muestran en la Tabla 1. Como ya 

mencionamos anteriormente los datos sugieren que existen dos modos alternativos de 

reactividad para los donores de HNO (SA y TSHA) con las porfirinas en solución acuosa. 

(Esquema 1)  
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Tabla 1 Constantes cinéticas para las reacciones bimoleculares de las porfirinas con los 

donores o con el HNO. 

Porfirina pH Donor kon (DONOR) (M
-1s-1) kon (HNO) (M

-1s-1) 

MnIIITEPyP 7 SA 1.2 ± 0.1 x 104 - 

MnIIITEPyP 10 SA 3.6 ± 0.4 x 104 - 

MnIIITEPyP 7 TSHA 8.1 ± 0.3 x 101 - 

MnIIITEPyP 10 TSHA 1.0 ± 0.05 x 104 - 

MnIIITPPS 7 SA - ~ 4  x 104 

MnIIITPPS 10 TSHA - ~ 9 x 104 

FeIIITEPyP 7 SA 5.8 x 103 - 

FeIIITEPyP 10 TSHA 6.9 x 103 - 

FeIIIMP11 7 SA - ~ 2.2 x 105 

FeIIIMP11 10 TSHA - ~ 8.6 x 104  

Interacción directa donor-porfirina. El primero de los mecanismos de reacción 

propuestos, comprende la descomposición catalítica del donor, que ocurre debido a una 

interacción directa del mismo con la porfirina (reacción (3) Esquema 3) y aumenta la 

velocidad de descomposición (reacción (4)) más de 100 veces. Este tipo de mecanismo se 

da principalmente con las porfirinas catiónicas y las constantes bimoleculares para la 

interacción directa del donor con la porfirina (del orden de 103 a 104 M-1s-1) son 

ligeramente más bajas que las típicas constantes de asociación de ligandos pequeños con 

las mismas ( con valores de entre 105-109 M-1s-1).3 Si bien actualmente sólo hemos podido 

encontrar un estudio en donde se reporta la interacción directa de SA con una 

hemoproteína (citocromo p450),36 en vista de los resultados presentados, la interpretación 

de los datos cinéticos de estudios in-vitro con elevadas concentraciones de donores de 

HNO, debe hacerse con cautela.  

Interacción directa  HNO porfirina. El otro mecanismo propuesto consiste en la reacción 

de las porfirinas con el HNO libre. Este mecanismo opera principalmente en las 
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porfirinas con carga negativa, probablemente debido a la repulsión electrostática entre los 

aniones porfirina y donor que evita que la reacción ocurra por el mecanismo de 

descomposición catalítica. Las constantes bimoleculares estimadas, para la asociación del 

HNO con las porfirinas de FeIII de MnIII presentadas son altas y comparables a los valores 

obtenidos para las constantes de reacción de NO con porfirinas férricas y de HNO con 

diversas hemoproteínas como las que se muestran en la Tabla 2.   

 Tabla 2   

Blanco Reactivo kon (M
-1s-1) Ref. 

FeIIIMP HNO ~ 0.9 - 2.2 x 105 Este Trabajo 

MnIIITPPS HNO ~ 4.0 -  9.0 x 104 Este Trabajo 

FeIIIMP NO 1.1 x106 31 

FeIIITPPS NO 4.5 x 105 31 

metMb HNO 8 x 105 24 

Catalasa HNO 3 x 105 24 

FeIITPPS NO 1.5 x 109 31 

Mb(FeII) NO 2.2 x 107 38 

Mb(FeII) HNO 1.4 x 104  21 

 

A partir del análisis de los datos  de la Tabla 2, podemos concluir que a pesar de no 

poseer la matriz proteica, las porfirinas solubles muestran propiedades reactivas hacia el 

HNO muy similares a las observadas para las diversas hemoproteínas, que se cree son sus 

principales blancos biológicos.24 Esto sugiere que la velocidad de reacción estaría 

controlada por la reactividad intrínseca del HNO hacia el grupo hemo y no por la 

modulación que pueda ejercer la matriz proteica. La constante bimolecular de interacción 

del HNO con los hemos férricos tienen un valor de aproximadamente 105 M-1s-1, valor de 

la misma magnitud que los datos obtenidos para la interacción del NO con los mismos.31 

Sin embargo estas constantes son mas de 1000 veces menores que las correspondientes a 

la interacción del NO o CO con hemos ferrosos o ferro-hemoproteínas.31  Esta diferencia 

en las constantes de asociación para el NO entre las porfirinas férricas y las ferrosas se 
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debe a que las reacciones ocurren por mecanismos diferentes. Mientras que en las 

porfirinas ferrosas el mecanismo es asociativo y la casi nula barrera de activación se debe 

a la formación del enlace Fe-NO, en el caso de las porfirinas férricas el mecanismo es 

disociativo y la cinética esta determinada por la labilización del agua que se encuentra 

coordinada al metal.31 Esta diferencia hace que la asociación con porfirinas férricas sean 

por lo general más lentas. También se ha demostrado que la  labilidad del agua saliente 

juega un rol fundamental en la asociación de ligandos en diversas hemoproteínas. 

Teniendo en cuenta estos datos y los valores obtenidos para la asociación del HNO con la 

FeIIIMP11 y la MnIIITPPS podemos suponer que la misma estaría al igual que en el caso 

del NO, determinada por la salida del agua. Es interesante notar que, la constante 

bimolecular para la reacción del HNO con Mb(FeII)21 es menor que el valor obtenido para 

la metMb y para la FeIIIMP en este trabajo. Esto implicaría, que a diferencia de lo que se 

observa con NO donde la asociación a FeII está controlada fundamentalmente por la 

difusión, para el HNO, en el caso ferroso, la reactividad intrínseca del hierro hacia el 

HNO sería el paso limitante. 

Por último es importante recalcar que si bien nosotros hemos asumido que las porfirinas 

reaccionan principalmente por una o otra vía de reacción, con el fin de poder obtener 

valores para las constantes de velocidad correspondientes, es posible y probable que en 

muchos casos ambos mecanismos sean operativos.   

Porfirinas de manganeso como atrapantes selectivos de HNO. El hecho que las 

porfirinas de manganeso(III) sean capaces de reaccionar rápida y eficientemente tanto 

con los donores de HNO, como con el HNO mismo, hace de las mismas excelentes 

candidatas para su uso como atrapantes del mismo en diversos ensayos químicos y 

biológicos.  Mas aún, al ser inertes frente al NO, a diferencia de sus contrapartes férricas, 

serían capaces de discriminar ambas especies. Además, el significativo cambio espectral 

que se produce en la banda de Soret (33nm) es una herramienta valiosa para cuantificar el 

HNO en sistemas anaeróbicos. Por otro lado el hecho de que la reactividad de las mismas 

no se vea afectada directamente por la presencia de oxígeno es un punto importante si se 

desea utilizarlas como bloqueantes de HNO en medios biológicos o ensayos in-vivo. La 
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reactividad del producto frente al O2 para recuperar la porfirina oxidada y libre puede 

incluso ser utilizado como mecanismo catalítico que consume HNO.  

Desde ya, en un medio biológico el sitio vacante del metal puede ser bloqueado por 

otras especies, y sería de esperar que un verdadero atrapante selectivo de HNO pudiera 

filtrar la coordinación de otras especies ya sea por impedimento estérico o 

interacciones electrostáticas. En este sentido las porfirinas con sustituyentes voluminosos 

(denominadas capped ) o una matriz proteica recombinada con hemina de manganeso, 

podría ser de suma utilidad. 

Es interesante observar que la reactividad de los complejos de manganeso nitrosilados 

frente al O2 es marcadamente diferente a la observada para sus análogas de hierro. La 

reacción equivalente de los complejos hierro-porfirínicos nitrosilados con O2, si bien no 

ha sido estudiada a fondo con porfirinas modelo, al menos en las hemoproteínas 

estudiadas hasta hoy pareciera no ocurrir.37 Más aún, la aparente ausencia de reacción en 

hemoproteínas entre FeII-NO y O2 llama aun más la atención sabiendo que las hemo 

proteínas oxigenadas (con complejos FeII-O2) reaccionan con el NO a velocidad 

difusional para dar como resultado complejos férricos y nitrato.38  En este contexto, el 

estudio de la reacción de nitrosil-porfirinas de manganeso, e incluso otros metales, con 

oxígeno presentado en este trabajo, aporta nuevos elementos para la comprensión de la 

reactividad del oxígeno y el oxido nítrico mediadas por hemoproteínas.  
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Capítulo 4     

Discriminacion de NO en medio aeróbico: el caso de la 

guanilato ciclasa soluble  

En este capítulo se estudian mediante cálculos híbridos QM-MM, las características o 

requerimientos estructurales de las hemoproteínas receptoras de NO. Todos los cálculos 

fueron realizados utilizando el citocromo c de Alcaligenes xylosoxidans (AXCP) como 

modelo. En la introducción se presentan un resumen del mecanismo de activación y las 

características que presenta la hemoproteína receptora del NO en los mamíferos, la 

guanilato ciclasa soluble (sGC), y su relación con AXCP. En la sección de resultados se 

presentan datos, estructurales y energéticos,  sobre los posibles mecanismos de reacción 

del NO con AXCP. También se presentan los datos relacionados con la reactividad frente 

al O2 y CO. Finalmente en las conclusiones los resultados son analizados en relación con 

el mecanismo de activación de la sGC y las diferencias observadas en el patrón de unión 

de los ligandos O2, CO y NO.  
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Introducción  

El dominio H-NOX y la guanilato ciclasa soluble. Actualmente se han caracterizado 

estructuralmente cuatro familias de hemoproteínas receptoras de ligandos gaseosos 

pequeños (NO, O2 y CO). Las primeras dos familias corresponde a los detectores de 

oxígeno presentes en bacterias, representados por las proteínas Fix-L y HemAT 

pertenecientes a los dominios PAS y las globinas respectivamente. El tercer grupo es 

representado por el detector de CO CooA, cuya estructura no está relacionada con los 

dominios mencionados anteriormente.  El cuarto grupo comprende a la familia donde se 

encuentra incluída la guanilato ciclasa soluble (sGC) de los mamíferos, que es el receptor 

fisiológico del NO.1,2  

La sGC es un heterodímero compuesto por las subunidades  y . El grupo hemo se 

encuentra en la región N-terminal de la subunidad , y está unido covalentemente a una 

histidina  (la H105 según la numeración en mamíferos).3  La región N-terminal de la 

subunidad  de la sGC es homóloga a un grupo proteínas descubiertas recientemente en 

bacterias, lo que dió lugar a la caracterización de un nuevo dominio denominado H-NOX 

(Hemo/NO/Oxígeno). Recientemente la estructura tridimensional del dominio H-NOX de 

la bacteria Thermoanaerobacter tencogensis (TtTar4H) fue resuelta utilizando 

espectroscopía de  rayos-X.4 La confirmación de la existencia de un tipo de plegamiento 

específico para el dominio H-NOX disparó la caracterización espectroscópica y cinética 

de diversas proteínas pertenecientes a este grupo revelando diferencias y similitudes con 

el dominio H-NOX de la sGC.5    

El mecanismo de acción de la guanilato ciclasa. En la guanilato ciclasa el estado basal 

inactivo se corresponde con el de un complejo ferroso pentacoordinado (con el hierro 

unido a los 4 nitrógenos del hemo más la histidina proximal) de alto espin. Se cree que la 

formación de un complejo nitrosilado  pentacoordinado, como consecuencia de la ruptura 

del enlace hierro histidina tras la unión del NO, es el disparador de un cambio 

conformacional que activa la enzima y transduce la señal del NO.6 A pesar de que la 

hipótesis de la ruptura del enlace hierro-histidina como disparador del efecto del NO 
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posee un alto grado de consenso en la comunidad científica, como se explicará más 

adelante aún existe cierto debate sobre el rol preciso jugado por el NO en el mecanismo 

de activación.   

El citocromo c como modelo para la guanilato ciclasa. Los citocromos c son una 

familia de citocromos clase II, que se encuentran en el periplasma de ciertas bacterias.7 

La particularidad de los mismos radica en el hecho de poseer, a diferencia de la mayoría 

de los citocromos de tipo-c involucrados en el transporte de electrones, un hemo 

pentacoordinado. Aunque el rol fisiológico del citocromo c es aún tema de debate, 

diversos estudios sugieren que su función podría estar asociada al NO.8 En particular 

Moir y colaboradores demostraron que bacterias mutantes deficientes del mismo eran 

más sensibles al estrés nitro-oxidativo sugiriendo además que el citocromo c podría 

funcionar como una NO reductasa. 9,10 

El interés adicional por la química de coordinación del citocromo c proviene de la 

observación de llamativas similitudes con la sGC, como por ejemplo el hecho de que 

ambas proteínas formen complejos de nitrosilo pentacoordinados (5c-NO). La 

caracterización estructural del citocromo c de Alcaligenes xylosoxidans (AXCP) dio 

como resultado el descubrimiento de la capacidad de los ligandos de unirse a la porfirina 

por ambos lados del plano.11 Así, mientras que el CO forma un complejo hexacoordinado 

con el ligando ocupando el sitio distal, el complejo 5c-NO exhibe una coordinación de 

tipo proximal con el NO ocupando el sitio originalmente ocupado por la histidina.11 Otras 

similitudes entre AXCP y sGC están dadas por los hechos que muestran que ambas 

proteínas al reaccionar con NO forman intermediarios hexacoordinados con la unión 

hierro histidinas intacta y el NO en el sitio distal,6,12,13 y que ambas son incapaces de unir 

oxígeno.14 

Claramente la novedosa coordinación proximal del NO en AXCP posee implicaciones 

potenciales relacionadas con el mecanismo de activación de la guanilato ciclasa 

convirtiendo al citocromo c en un modelo clave para su estudio.    

La ruptura del enlace hierro-histidina en las hemoproteínas. El enlace hierro 

histidina proximal en el complejo hexacoordinado con NO, no se rompe en todas las 
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hemoproteínas. Algunas, como la mioglobina (Mb), la peroxidasa de rábano picante 

(HRP), y las cadenas 

 
de la hemoglobina (Hb ) permanecen 6c, mientras que otras 

como el detector de oxígeno Fix-L,15  las cadenas 

 
de la hemoglobina (Hb ), la  sGC y 

también la AXCP forman complejos 5c-NO.16 En un trabajo previo a esta tesis 

mostramos que la fuerza del enlace Fe-His depende principalmente de la capacidad de la 

histidina de donar carga al metal (capacidad de donación ), y que la misma esta 

íntimamente relacionada con la interacción de puente de hidrógeno que posea el H

 

de la 

histidina. (El H , es el hidrógeno unido al N

 

del anillo imidazolico).17 

Experimentalmente la fuerza del enlace Fe-His puede ser estimada por medio de la 

frecuencia de vibración del enlace ( Fe-His), medido por técnicas de espectroscopía 

Raman-resonante. Las proteínas que forman complejos del tipo 5c-NO, como la Fix-L o 

la sGC exhiben por lo general frecuencias Fe-His  menores a  210 cm-1, mientras que 

aquellas que forman complejos 6c-His-Fe-NO muestran valores en el rango 220 - 240 

cm-1.  Notablemente en AXCP a pesar de formarse un complejo 5c-NO como 

consecuencia de la ruptura del enlace Fe-His el valor reportado para la vibración Fe-His 

es de 231 cm-1.17    

¿ Son necesarias una o dos moléculas de NO para activar la sGC? A pesar de que la 

cinética de activación de la sGC mediada por el NO ha sido estudiada con sumo detalle, 

aún existe un debate sobre la base molecular del mecanismo de activación. 18,19,20 En este 

contexto las semejanzas del comportamiento espectroscópico entre sGC y AXCP hacen 

de esta última un modelo sumamente útil para comprender las bases moleculares de la 

interacción del NO con hemoproteínas, en particular la sGC. 

Basándose en datos cinéticos Marletta y colaboradores propusieron que el NO, no sólo 

está involucrado como ligando del grupo hemo, sino que también participaría como un 

catalizador en la transición del complejo hexacoordinado (His-Fe-NO) inactivo, al 

complejo pentacoordiando (Fe-NO) activo.18,19 El mecanismo completo de activación 

propuesto se muestra en el Esquema 1. 
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Esquema 1. Mecanismo de activación de la sGC por NO propuesto por Marletta et. 

al.18,19  

Usando este modelo se obtuvieron las siguientes constantes cinéticas. 1 x 10 8 M-1s-1 

para kon NO, 2.4 x 105 M-1s-1 para kact-NO, y  5 x 10-4 s-1 para kact. Nótese que en este 

mecanismo la conversión de la especie 6c (inactiva) a la especie 5c-NO (activa) ocurre 

por dos vías: por medio de la reacción 3, donde el NO actúa como catalizador de la 

conversión, o por medio de la reacción 4 no catalizada, y sin la participación de un 

segundo NO. En la estructura final el NO se encuentra en alguno de los dos lados del 

grupo hemo.  

A pesar de que el modelo ajusta y permite analizar los datos cinéticos, Bellamy y 

colaboradores,20 mostraron en base a los mismos resultados que es innecesario postular 

que el NO está involucrado en la transición de hexa a pentacoordinado, y que los 

experimentos son consistentes con un modelo simple de activación que involucra un sólo 

evento de coordinación del NO.20 En este modelo más simple la reacción 3 estaría 

excluida y la activación solo ocurriría por medio de la reacción 4. Reanalizando los datos 

cinéticos con este modelo se obtiene un valor similar al obtenido por Marletta para kon NO, 

sin embargo el valor obtenido para kact es de 1.3 s-1, un valor significativamente mayor al 

anterior.   

Para determinar la factibilidad del mecanismo propuesto por Marletta en AXCP, nos 

propusimos como objetivo analizar por medio de técnicas de simulación computacional 

todos los pasos e intermediarios propuestos en el mismo. Adicionalmente estudiamos las 

características de los complejo con CO y O2 en AXCP.   
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Desarrollo de las simulaciones  

La estructura de partida utilizada para relizar todos los cálculos, fue la del complejo 

nitrosilado obtenida por cristalografia de rayos-X .  (código del protein data bank: 1E85). 

La proteína fue solvatada en una caja esférica de agua dejando unos 8 Å de agua entre los 

átomos de la superficie de la proteína y el límite del sistema. El sistema consistió en 

alrededor de1800 átomos proteicos y 1800 moléculas de agua. Para relajar la estructura 

de la proteína solvatada el sistema se calentó hasta unos 300 K, y luego se realizó una 

dinámica molecular clásica de 500 ps. Luego todo el sistema fue enfriado lentamente 

hasta 0 K. Todas las simulaciones de dinámica molecular se realizaron usando el 

programa Amber. Se utilizó un radio de corte de entre 10 -12 Å para los términos de no 

unión y la temperatura se ajustó utilizando el termostato de Berendsen.  Para la 

integración numérica de las ecuaciones de Newton se utilizó un time-step de 2 fs. Las 

cargas parciales de todos los aminoácidos se utilizaron de acuerdo al programa Amber. 

Las cargas parciales del grupo hemo en sus diferentes estados de oxidación/coordinación 

fueron obtenidas con el mismo protocolo utilizado y sugerido en el campo de fuerzas 

Amber, según menciona el capítulo de métods  computacionales. Este conjunto de cargas 

para el grupo hemo han sido ampliamente utilizados con éxito en diversas simulaciones 

de hemoproteínas.    

A partir de la estructura a 0 K se realizó una optimización de geometría QM-MM 

usando el algoritmo del gradiente conjugado con el programa SIESTA. En todos los 

cálculos QM-MM sólo los átomos localizados a menos de 10 Å del sitio activo (el hemo 

en este caso) son libres de moverse. El resto de los átomos de la proteína o el solvente se 

mantienen fijos. Para todos los átomos se utilizaron bases de calidad doble zeta con 

polarización. Los cálculos fueron realizados utilizando la aproximación PBE para el 

funcional de intercambio y correlación. En todos los casos se restringió al subsistema 

cuántico a la ferro-porfirina (sin las cadenas laterales) más los ligandos proximal y distal 

correspondientes. Las uniones entre el sistema cuántico y clásico fueron tratadas con el 

método del link atom mencionado anteriormente. A modo de ejemplo, en un cálculo de 

una hemoproteína oxigenada, el sistema cuántico comprende el núcleo porfirínico, el 
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ligando diatómico y el anillo imidazolico de la histidina proximal lo que da un total de 48 

átomos . En este caso se utilizan 9 link atoms 8 entre el núcleo de la porfirina y sus 

cadenas laterales y uno entre el anillo imidazólico y el esqueleto de la histidina proximal.   

El grupo hemo en su estado pentacoordinado (por la histidina) ferroso fue calculado en 

el estado quintuplete (de alto espín), dado que se conoce que este es el estado 

fundamental del sistema. Los sistemas pentacoordinados con NO, o hexacoordinados 

fueron calculados en los estados doblete y singulete (de bajo espín)  respectivamente, que 

se sabe son los estados fundamentales correspondientes.   

Cálculo de la energía de unión de ligandos. La energía de unión de los diferentes 

ligandos (NO, CO, O2) se calculó utilizando la siguiente formula: 

E = Eprot-ligando  (Eligando + Eprot)  

Donde Eprot-ligando corresponde a la energía de la proteína unida al ligando, Eprot a la de la 

proteína libre y Eligando es la energía del ligando aislado.   

Cálculo de la energía a lo largo de una coordenada de reacción. Para calcular la energía 

a lo largo de una coordenada de reacción se utilizó el método de búsqueda del camino de 

reacción mencionado en el Capítulo 2, realizando en cada paso una optimización de 

geometría  QM-MM restringida a lo largo de la coordenada de reacción y calculando la 

energía en cada mínimo a lo largo de la misma. Las  coordenadas de reacción elegidas 

fueron la distancia hierro-histidina para el perfil de la Figura 3, y la diferencia de 

distancias Fe-NO, Fe-His para el perfil obtenido en la Figura 6.   

Los mutantes proximales y distales de AXCP construidos in-silico se realizaron 

cambiando los aminoácidos correspondientes en la estructura de la proteína salvaje.   
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Resultados y discusión  

Características estructurales del complejo 6c-His-Fe-NO de AXCP. La primer especie 

que se forma al adicionar NO a AXCP (reacción 1) es el complejo 6c His-Fe-NO con el 

NO alojado en el sitio distal de la proteína. En la Figura 1 se muestra la estructura 

optimizada correspondiente. Los parámetros estructurales relevantes para el complejo en 

la proteína, junto con los obtenidos para el mismo complejo en vacío se muestran en la 

Tabla 1. También se muestran datos experimentales obtenidos por espectroscopía de 

rayos-X para un complejo típico 6c His-Fe-NO.21    

Leu 16

 

Arg 124 

H

 

N

 

N

  

His 120  

FIGURA 1. Complejo 6c-NO en el sitio activo de AXCP.   

Los datos que se muestran en la Tabla 1 confirman que el complejo 6c en AXCP posee 

las características típicas de un complejo del tipo {FeNO}7. El ángulo Fe-N-O es 

ligeramente menor en la proteína que en vacío, probablemente debido a la interacción 

estérica entre el NO y la Leu 16.  En este complejo se evidencia el efecto negativo en 

trans al NO; este produce un debilitamiento del enlace Fe-His que se evidencia en la 

mayor longitud de este enlace en el complejo 6c-NO de la proteína nitrosilada, en 

comparación al complejo 5c-His de la proteína sin nitrosilar.  
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Tabla 1. Parámetros estructurales para el complejo 6c-NO en AXCP (proteína), para un complejo 6c-NO 

aislado en vacío, y la comparación con los datos experimentales obtenidos para el complejo  Fe-

tetrafenilporfirina-1-metilimidazol NO (TPP-Im-No)21 qHis  y qNO (e) representan la magnitud de carga 

donada y recibida por la His y el NO respectivamente.   

AXCP Vacío TPP-Im-NO21 

dFe-NO 1.74 1.75 1.75 

dN-O 1.21 1.21 1.18 

ángulo Fe-N-O  136.9 138.7 137.7 

dFe-NHis 2.33 2.24 2.17 

dFe-NHis(sin NO) 2.18 2.16 - 

qHis 0.080 0.121 - 

qNO -0.071 -0.046 - 

  

  El enlace Fe-His en el complejo 6c. Como ya se mencionó en la introducción se sabe 

que el complejo 6c-NO en AXCP posee vida corta, además la estructura obtenida por  

rayos-X de la proteína nitrosilada, muestra que el NO está alojado en la cavidad proximal 

donde originalmente está la histidina.11 También mencionamos que pareciera haber una 

inconsistencia entre el valor experimental para la frecuencia  Fe-His de AXCP ( que es de 

231 cm-1) y el hecho de que el enlace Fe-His se rompa. En un trabajo previo mostramos 

que la Fe-His correlaciona con la energía calculada para el enlace Fe-his ( EFe-His) y con la 

cantidad de carga donada por la histidina al metal ( qHis).
17  En la Figura 2 se muestran 

graficos de los valores experimentales Fe-His vs.  los valores calculados EFe-His and qHis 

para cuatro hemoproteínas diferentes además de AXCP (la línea punteada representa el 

ajuste por regresión líneal). 

Lo que se puede ver de la Figura 2 es que el valor experimental para la frecuencia de 

vibración  Fe-His  de AXCP Fe-His es el que más se aparta de la tendencia observada para 

las otras hemoproteínas. Ambos valores calculados EFe-His y qHis para AXCP sugieren 

que posee una histidina de carácter neutro similar a la de Fix-L (proteína que también 

forma complejo 5c-NO). Por lo general las hemoproteínas con valores altos para la 

frecuencia Fe-His, como la HRP o Hb- , poseen histidinas que presentan una interacción 
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de puente de hidrógeno por medio del H-

 
con aceptores fuertemente electronegativos. 

(típicamente grupos carbonilo como en las globinas, o ácidos carboxílicos como en la 

HRP).   

FIGURA 2. Gráficas de la frecuencia de vibración experimental Fe-His (cm -1) vs los valores de EFe-His (panel 

superior)  y qHis (panel inferior) calculados.  Diamantes negros representan los valores correspondioentes 

a las siguientes hemoproteínas Hb-

 

Fe-His 207 cm-1 , Fix-L 210cm -1, Hb-

 

220 cm-1, HRP 244 cm-1 23,24. 

Los valores correspondientes a AXCP están representados por los triángulos grises.17  

En la estructura de AXCP el H-

 

de la histidina se encuentra interactuando con una 

molécula de agua (Figura 1).11 Claramente los datos apuntan al hecho que AXCP posee 

una histidina proximal neutra característica de proteínas que forman complejos 5c-NO. 

Es interesante notar que extrapolando la frecuencia de vibración Fe-His, a partir de 

EFe-His o el qHis para AXCP se obtiene un valor de entre 209 - 214 cm-1, que es lo 

esperado según la estructura y el hecho que se rompa el enlace Fe-His.  

Conversión del complejo 6c-NO al complejo 5c-NO. Para caracterizar al proceso de 

ruptura del enlace Fe-His determinamos el perfil de energía para la reacción de ruptura en 

el complejo 6c. La coordenada de reacción utilizada fue la distancia de enlace Fe-N His 

(Ver Figura 1). La Figura 3 muestra el perfil energético correspondiente. Analizando la 

Figura 3, podemos ver la existencia de un segundo mínimo correspondiente al complejo 

5c-NO, y la pequeña barrera (sólo 2 kcal/mol) para la re-unión de la histidina al metal. La 

existencia de un mínimo local, con la histidina no ligada al hierro, es condición necesaria 

para que pueda romperse el enlace Fe-His, ya que su ausencia dejaría a la histidina unida 

al hierro aún con un enlace muy débil. De hecho, la mayoría de las proteínas forman 

complejos del tipo 6c-NO posiblemente debido a la tendencia de la matriz proteica de 
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mantener a la histidina proximal en una posición ligada. Además del caso de la AXCP, 

solamente en la estructura obtenida por rayos-X de la hemoglobina cuaternaria con NO, 

se ha observado una conformación con la histidina despegada del metal en las cadenas- 

que forman complejos 5c-NO. En este caso el complejo presenta a la histidina proximal 

rotada 180° alrededor del eje formado por los átomos C - C

 
con respecto a la estructura 

5c-His libre de NO. En AXCP en el segundo mínimo, la histidina se encuentra en 

contacto con la Arg124.   

FIGURA 3. Perfil de energía vs coordenada de reacción, para la ruptura del enlace Fe-His. (Energía en  

kcal/mol y distancia Fe-His en Å)  

Para analizar la contribución de esta interacción en el mínimo local, calculamos la 

energía de interacción entre la His120 y la Arg124 en la disposición espacial en la que 

estos residuos se encuentran en la proteína. El resultado arrojó una energía de interacción 

de -9,5 kcal/mol, un valor  que sugiere que esta interacción jugaría un rol fundamental en 

la estabilización del segundo mínimo. Respecto de la posición de la histidina en el 

segundo mínimo, a diferencia de lo observado en la Hb- , en  AXCP el complejo 5c-NO 

presenta a la histidina rotada 90° sobre el eje formado por los átomos C -C . 

La baja barrera (2 kcal/mol) y el valor negativo para el E (-7.2 kcal/mol) asociados al 

proceso de re-unión, llevarían a que la histidina se encuentre mayoritariamente en un 

estado ligado. Sin embargo, la unión de una segunda molécula de NO al sitio proximal, 

imposibilitaría la re-unión de la histidina atrapando a la proteína en el complejo 5c-NO 

proximal como se observa en la estructura obtenida experimentalmente.  
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Características estructurales del complejo 6c-di-NO en AXCP.  La unión de una 

segunda molécula de NO al sitio proximal vacante generaría un complejo con dos NOs 

uno a cada lado del hemo. Este tipo de complejos dicoordinados con NO, fue observado 

experimentalmente a bajas temperaturas en porfirinas modelos.22 La Figura 4 muestra la 

estructura optimizada correspondiente al complejo dinitrosilado resultante 6c-di-NO. 

 

FIGURA 4. Complejo 6c-di-NO en el sitio activo de AXCP. 

El complejo 6c-di-NO, posee dos conformaciones posibles cis y trans (la conformación 

cis corresponde a aquella donde los oxígenos de los nitrosilos están orientados en la 

misma dirección, mientras que en la conformación trans están orientados en direcciones 

opuestas). Cálculos previos realizados por el grupo de A. Ghosh,23 para una porfirina 

aislada en vacío dieron como resultado que el complejo de bajo espín de conformación 

cis es el de menor energía. En AXCP el complejo 6c-di-NO con conformación cis 

presenta al NO distal apuntando hacia fuera de la Leu16 y al NO proximal apuntando en 

dirección opuesta de la Arg124 (Figura 4). Luego de que el NO distal es liberado, el NO 

proximal debe rotar para interactuar con la Arg124 y llegar a la conformación observada 

experimentalmente. Es importante notar que la afinidad por el segundo NO es mucho 

menor que la del primero (-21.6 versus -47.6 kcal/mol). Esto es consistente con los datos 

experimentales que muestran que los complejos de porfirinas dinitrosilados son de vida 

Leu 16   

Arg 124  

 

His 120   
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corta, y sólo se obtienen a bajas temperaturas (179K).22  mientras que los complejos 5c-

NO son extremadamente estables.   

¿ El NO en el complejo 5c-NO se aloja en la cara proximal o distal? 

La evidencia teórica y experimental sugiere que el complejo 6c-di-NO es de vida corta y 

termina en un complejo 5c-NO, con el NO en alguno de los dos lados del grupo hemo. La 

estructura obtenida por rayos-X para AXCP muestra que el NO queda alojado finalmente 

en el sitio proximal. Partiendo del complejo 6c-di-NO nuestros cálculos arrojan 

resultados significativamente diferentes para la disociación de cada uno de los NOs. La 

liberación del NO proximal requiere 18.5 kcal/mol, mientras que consistentemente con lo 

esperado según los datos experimentales, la liberación del NO distal para terminar en el 

complejo 5c-NO proximal observado por rayos-X es de sólo 6.7 kcal/mol. 

Para analizar cuales son las contribuciones que determinan la mayor estabilidad del NO 

proximal calculamos la diferencia de energía entre ambos tipos de complejos 5c-NO 

proximal y distal ( Eprox-dis) para la enzima salvaje (wt),  para las mutantes Leu16xGly, 

Arg124xGly y la doble mutante Leu16xGly/Arg124xGly los resultados se muestran en la 

Tabla 2.  

Tabla 2. Preferencia proximal o distal para la conformación del complejo 5c-NO. El 

valor Eprox-dis es la diferencia de energía entre el complejo proximal respecto del distal, 

en kcal/mol (Un valor negativo implica que la conformación proximal es mas estable).  

qNO en unidades de la carga del  electrón (e), ángulo Fe-N-O en grados.  

Eprox-dis Fe-N-O qNO 

  

dist prox Dist Prox 

Salvaje -11.8 140.6 143.1 -0.066

 

-0.070 

Leu16xGly -0.9 141.4 142.6 -0.058

 

-0.053 

Arg124x Gly -10.5 140.6 143.3 -0.085

 

-0.013 

Leu16xGly  
& 

Arg124xGly 

2.5 141.7 143.6 -0.078

 

-0.015 
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Los resultados presentados en la Tabla 2 corroboran el hecho experimental de la 

preferencia proximal por el NO en AXCP. Los resultados también muestran que en la 

doble mutante, que presenta ambos sitios libres de interacción, la preferencia se invierte 

aunque la diferencia es mínima. El agregado de la arg124 en el sitio proximal revierte 

esta situación (ver Leu16xGly) debido a la interacción entre la Arg124 y el NO, aunque 

el efecto es moderado. En cambio el agregado de la Leu16 en el sitio distal estabiliza la 

conformación proximal en 10.5 kcalmol, un valor similar al de la proteína salvaje. Los 

resultados de la Tabla 2 claramente sugieren que la preferencia de la conformación por el 

NO proximal es principalmente el resultado de la desestabilización estérica producida por 

la Leu16 sobre el ligando en la cavidad distal.  

Ataque directo del segundo NO sobre el complejo 6c-NO.  

Como ya se mencionó en la introducción, estudios cinéticos sugieren la participación 

de una segunda molécula de NO como catalizador de la conversión del complejo 6c-NO 

al complejo 5c-NO. Esto se produciría por el ataque directo de un NO al enlace Fe-His, 

produciendo concertadamente la formación del enlace Fe-NO proximal y la ruptura del 

enlace Fe-His. Para estudiar esta posibilidad calculamos el perfil de energía para esta 

reacción en AXCP. Como coordenada de reacción se eligió la distancia Fe-NNO. El perfil 

correspondiente se muestra en la Figura 6.   

FIGURA 6. Energía potencial  vs coordenada de reacción para el ataque directo del NO al complejo 6c-NO.   
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El perfil muestra que hay dos pequeñas barreras separadas por un intermediario (mínimo 

local). La primera barrera de 4 kcal/mol esta asociada a la ruptura del enlace Fe-His y la 

formación del enlace Fe-NNO, sin embargo en este intermediario la His esta demasiado 

cerca de la Arg124. La segunda barrera corresponde a la reacomodación de las posiciones 

de la Arg124 y la His proximal. Nótese que en este caso la barrera para la re-unión de la 

histidina es mucho mayor que en el caso anterior (Figura 3)  Lo que determinará que la 

histidina difícilmente vuelva a unirse al hemo desplazando al NO proximal.  

Afinidad de oxígeno en AXCP. Como ya mencionamos en la introducción otra 

característica que comparten AXCP y la sGC radica en que ambas son incapaces de unir 

oxígeno. Para explorar las bases moleculares de este hecho decidimos calcular la energía 

de unión del oxígeno en AXCP w.t y la mutante distal Leu16xGly. Los resultados se 

muestran en la Tabla 3   

Tabla 3. Energía de unión del oxígeno E (kcal/mol). qHis  y  qO2 (e) es la magnitud 

de carga recibida por el oxígeno y donadas por la histidina, respectivamente.   

E  qO2 qHis 

WT 8.4 -0.262 0.124 

Leu16/Gly 23.3 -0.231 0.106 

Hemo aislado 21.4 -0.202 0.158  

De la Tabla 3 se ve que como era de esperar, la energía de unión del oxígeno en AXCP 

es muy baja (menor aún que un hemo aislado) la mutación distal aumenta la energía de 

unión por oxígeno aunque ésta sigue siendo aún menor que los valores de proteínas que 

forman complejos oxigenados estables como la Mb y significativamente menor que los 

valores para  proteínas con alta afinidad por el oxígeno. (como se mostro en el capítulo 

anterior). Es claro que la incapacidad de unir oxígeno en AXCP se debe no sólo a la 

ausencia de aminoácidos capaces de formar puentes de hidrógeno en la cavidad distal, 
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sino que la presencia de la Leu16 definitivamente dificulta que el oxígeno se una al 

metal.  

  El complejo 6c His-Fe-CO en AXCP.  Otro hecho interesante mencionado en la 

introducción que se observa en AXCP, es que en la estructuras experimentales el CO se 

encuentra unido en el sitio distal mientras que el NO termina como ya se mencionó en el 

sitio proximal. Para comprender mejor el origen de esta diferencia en el patrón de unión 

calculamos el complejo 6c His-Fe-CO. Los resultados muestran que por un lado el 

complejo con CO presenta en contraposición al complejo con NO un efecto trans 

positivo, o sea  la distancia Fe-His en el complejo con CO es menor que en el complejo 

5c. Además la energía de unión del CO (41 kcal/mol) es similar a la del NO y 

significativamente mayor que la del oxígeno.    

Conclusiones  

Tomando los resultados en conjunto, y asumiendo que los datos de AXCP son 

extrapolables a la sGC, podemos decir que los mismos concuerdan con el modelo 

presentado por el grupo de Marletta (Esquema 1).19 Nuestros datos muestran que todos 

los pasos propuestos en el mismo son factibles de ocurrir en AXCP. En particular 

podemos ver que el mecanismo de activación (conversión del complejo 6c-NO al 5c-NO) 

no catalizado (reacción 4) y el catalizado por NO (reacción 3) son ambos termodinámica 

y cinéticamente posibles.  

Los resultados de este trabajo también muestran que para que en una hemoproteína 

exista la posibilidad de conversión de un complejo 6c-NO a uno de tipo 5c-NO, se deben 

cumplir dos requisitos. Primero, el enlace hierro histidina debe ser relativamente débil. 

Esto se evidencia en la sGC como un atípicamente bajo valor para la frecuencia de 

estiramiento Fe-His de 204 cm-1. En segundo lugar debe existir en la superficie de 

energía potencial un segundo mínimo local, para la conformación 5c-NO con la histidina 

separada del hemo. En AXCP la conformación de tipo 5c-NO es estabilizada por la 
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presencia de la Arginina 124, que interactúa favorablemente con la histidina cuando ésta 

se descoordina del hemo.  

En conjunto, los resultados para AXCP apuntan a que el mecanismo de interacción con 

NO, es aún más complejo que el presentado por Marletta mostrado en el Esquema 1. El 

mecanismo que proponemos para la interacción de AXCP con NO, que entre otras cosas 

supone la existencia de un complejo transiente del tipo 6c-diNO se presenta en el 

Esquema 2. 

k
act (4) 

kact-NO(3) 
NO

koff NO(2)  

NO
konNO(1) FeII

His

N
O

FeII

His

His

N
O

N
O

FeII

NO

NO

His
N

O

FeII

k on 2 
NO(5

) 

His

N
O

FeII

koff 2 NO(6) 

NO

  

Esquema 2. Mecanismo propuesto para la interacción de NO con AXCP. En la 

conversión de la especie 6c a la 5c-NO, el NO primero labiliza a la histidina dando como 

resultado un complejo 6c-diNO, reacción (3). Por otro lado, la reacción (4) representa la 

ruptura del enlace Fe-His sin participación del NO. La reacción (5) corresponde a la 

unión de un segundo NO luego de que la histidina se separó del hierro, y la reacción (6) 

corresponde a la liberación del NO distal en el complejo 6c-diNO  

En AXCP solo se midió experimentalmente la constante de pasaje del 6c-NO al 5c-NO 

catalizada por NO (kact-NO), obteniéndose valores entre 3.3 x 103 M-1s-1 y 8.1 x 103 M-1s-1. 

Estos valores, son un poco menores a los obtenidos por el grupo de Marletta para la sGC 

(2.4 x 105 M-1s-1).18,19 Considerando, una concentracion de NO saturante, en el orden de 

micromolar, los valores resultantes de pseudo primer orden para la activación catalizada, 

son hasta tres órdenes de magnitud mayores que los estimados para la conversión no 

catalizada de 6c-NO al 5c-NO (5 x 10-4 s-1 18,19 and 1.3 s-1 20).  

Nuestros resultados muestran que las energías de activación para la conversión 6c-NO 

a 5c-NO,  catalizada por un segundo NO (reacción 3 ) y la no catalizada (reacción 4), son 
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4.0 kcal/mol y 9.2 kcal/mol respectivamente. Asumiendo que la concentración de NO es 

lo suficientemente alta como para que el ataque del segundo NO sea el paso limitante en 

la reacción (3), las energías de activación, usando la ecuación de Arrhenius, dan una 

relación entre las velocidades de conversión 6c-NO a 5c-NO estimada, de unos 3 a 4 

órdenes de magnitud, lo que es comparable a las diferencias obtenidas en los datos 

experimentales, considerando las aproximaciones utilizadas. Por último, es interesante 

notar que el hecho de que exista una segunda vía de activación de la sGC mediada 

también por NO, (reacción 4) permite una respuesta más rápida al incremento de la 

concentración de NO. Esto se debe a que al aumentar la concentración de NO, éste no 

sólo se coordina más a la proteína libre, sino que además acelera la velocidad de 

activación al catalizar el paso del complejo 6c-NO al de uno tipo 5c-NO.  

Diferencias en el patrón de unión de los diferentes ligandos. Analizando los 

resultados para los tres ligandos NO, CO y O2 se puede comprender también la diferencia 

en el patrón de unión para los mismos observada experimentalmente. El sitio distal 

hidrofóbico y ocluído por la Leu16 previene la unión del oxígeno, ya que este ligando 

requiere de estabilizaciones adicionales por puentes de hidrógeno para unirse 

eficientemente a las hemoproteínas. Por otro lado, el CO y el NO se unen fuertemente al 

hierro y no requieren estabilización adicional para formar los complejos 6c. En el 

complejo con CO éste produce un efecto trans positivo que refuerza el enlace Fe-His, 

quedando de este modo la histidina fijada en su posición proximal como se observa en la 

estructura  experimental. De manera opuesta el efecto trans negativo del NO desestabiliza 

el enlace Fe-His, permitiendo que un segundo NO la desplace generando un complejo 

dinitrosilado transiente, que debido a la preferencia por el NO proximal (debida a la 

Leu16) termina en el complejo 5c-NO proximal observado experimentalmente.  

Estos resultados muestran que AXCP provee un buen modelo para entender las bases 

moleculares de la interacción de ligandos pequeños con hemoproteínas. Si los 

mecanismos que determinan el patrón de unión de los ligandos en AXCP son también 

operativos en la sGC aún está por demostrarse.  
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Capítulo 5     

Explorando las bases moleculares de la regulación de la 

afinidad por oxígeno en las hemoproteínas.   

En este capítulo estudiamos por técnicas de simulación computacional las bases 

moleculares de la afinidad por oxígeno en las hemoproteínas. El capítulo consta de una 

introducción, en donde se explica cómo se caracteriza la afinidad por oxígeno, y cómo se 

relaciona la misma con la posible función fisiológica de la proteína. También se presenta  

en la misma una descripción del enlace Fe-O2 desde el punto de vista de la química de 

coordinación. Los resultados están divididos en tres secciones, que corresponden al 

estudio de tres mecanismos diferentes de regulación de la afinidad por oxígeno. Estas se 

basan en los efectos distales, los efectos proximales y los efectos dinámicos. Cada una de 

estas secciones presenta una breve introducción, en donde se mencionan la relevancia 

fisiológica y las características de las proteínas elegidas. En cada sección se presentan 

además las conclusiones para cada una. Finalmente damos una discusión integradora de 

los tres efectos estudiados.   
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Introducción  

Caracterización de la afinidad por oxígeno en hemoproteínas 

Como ya se mencionó en la introducción, muchas hemoproteínas son capaces de 

reaccionar con ligandos pequeños, principalmente O2, CO y NO.1  De estos tres, el 

oxígeno molecular es el más abundante y a su vez el que posee la menor afinidad por el 

grupo hemo libre.2 En este contexto, la regulación de la afinidad por el O2 es entonces 

uno de los determinantes claves para la función de una hemoproteína. La afinidad por 

oxígeno de una hemoproteína, caracterizada por la constante de equilibrio de la reacción 

de asociación (KO2), está determinada por el cociente entre las constantes cinéticas de los 

procesos de asociación (kon), y disociación (koff) del mismo.2 Las constantes de 

asociación en hemoproteínas dependen esencialmente de dos factores: la accesibilidad del 

ligando al sitio activo, y la velocidad de migración del mismo a través de la matriz 

proteica.3 Los valores para la constante bimolecular de asociación cubren un rango de 

aproximadamente tres órdenes de magnitud, con valores de 105 M-1s-1, característicos de 

proteínas con acceso restringido al sitio activo, hasta valores de 108 M-1s-1, valor cercano 

al límite difusional en solución.3 En cambio, las constantes de disociación cubren un 

rango de hasta 7 ordenes de magnitud, con valores  entre  10-3 s-1 y 104 s-1,3,4 y están 

determinadas por la magnitud de la interacción entre el O2 y la proteína. Esta interacción 

se puede descomponer en dos contribuciones: la primera es la fuerza del enlace hierro-

oxígeno, que depende de la capacidad del grupo hemo de formar la unión covalente 

correspondiente. La segunda consiste en la interacción del O2 coordinado con los 

aminoácidos de la cavidad distal, principalmente mediante puentes de hidrógeno.4   

Características de la unión Fe-O2  

El oxígeno molecular se une al hierro del hemo por uno de los dos átomos de oxígeno 

adoptando una geometría angular para la tríada Fe-O-O. La unión Fe-O2 posee cierto 

carácter de tipo , debido a que el par de electrones de los orbitales * 2p del oxígeno 

son donados principalmente al orbital dz2 del hierro generando un complejo 

diamagnético. Por otra parte, existe también retrodonación de los orbitales-d del metal a 

los orbitales * vacantes del O2. Esta retrodonación-

 

refuerza la unión Fe-O,  y resulta 
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en un O2 con densidad de carga negativa. Un análisis alternativo para la interacción 

orbital del O2 con el hierro, es pensar que en la unión un electrón-d del metal es 

transferido al O2. El resultado es entonces un Fe(III) unido a un O2
-, ambos con un 

electrón desapareado, los cuales se encuentran acoplados antiferromagnéticamente. De 

esta manera, se tiene un complejo diamagnético de acuerdo con los datos experimentales. 

Independientemente de cual de las dos descripciones sea la más aproximada, el resultado 

neto es un oxígeno con densidad de carga negativa, lo que lo hace un buen aceptor de 

puentes de hidrógeno.5   

La afinidad por oxígeno y la diversidad funcional de las hemoproteínas.  

Como ya se mencionó, la función de una hemoproteína esta íntimamente relacionada con 

su afinidad por el oxígeno. Las hemoproteínas que transportan oxígeno, como la 

mioglobina o hemoglobina,  poseen típicamente una afinidad moderada por el oxígeno 

(KO2  1 µM-1) y constantes de asociación elevadas (107 M-1s-1), las cuales aseguran que 

la misma se cargue fácilmente con oxígeno en regiones de alta presión parcial del 

mismo.3,5 Al mismo tiempo, constantes de disociación relativamente altas (1 s-1 - 10 s-1), 

permiten la liberación rápida del oxígeno en zonas de baja presión parcial. Por otra parte 

las hemoproteínas que actúan como NO dioxigenasas, como la hemoglobina de  Ascaris 

lumbricoides (AscHb)6 o la hemoglobina truncada de M. Tuberculosis, (trHb N)7 poseen 

una alta afinidad por el oxígeno con constantes de disociación extremadamente bajas 

(0.001 s-1 - 0.1 s-1). Esto permite que la proteína se encuentre cargada de oxígeno aún en 

condiciones de anoxia, permitiéndole al microorganismo tener una proteína funcional en 

ambientes anaerobios. Finalmente, podemos mencionar al grupo de hemoproteínas 

detectoras de ligandos diatómicos, que pueden ser subdivididas en dos grupos. Las 

detectoras de oxígeno como  Fix-L8 o HemAT,9 poseen una afinidad por oxígeno 

finamente regulada que permite una respuesta precisa a una concentración de oxígeno 

dada. En cambio las proteínas detectoras de CO u NO, como la guanilato ciclasa 

soluble,10 tienen una muy baja o nula afinidad por oxígeno. En estos casos, la altísima 

constante de disociación asegura tener al hemo libre para reaccionar con el NO aún en un 

medio aeróbico.  Es claro entonces que comprender de manera precisa los factores que 
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determinan la afinidad por oxígeno en una hemoproteína es uno de los tópicos principales 

en la química y biología de las hemoproteínas.  

Objetivos  

El objetivo del siguiente capítulo es comprender de qué manera la estructura de las 

hemoproteínas regula la afinidad por oxígeno de las mismas. Para ello se utilizarán 

cálculos de afinidad por oxígeno realizados con técnicas de simulación computacional 

híbridas basadas en DFT, como se menciona en el capítulo de métodos computacionales. 

En particular, se analizarán comparativamente y mediante el uso de mutantes generados 

in-silico las contribuciones de determinados aminoácidos conservados topológicamente 

en las posiciones distales y proximales en diversas hemoproteínas de la super familia de 

las globinas. También se prestará particular atención a los efectos de la dinámica y 

conformación de la proteína sobre la afinidad.   

Metodología computacional  

Generación de las estructuras de partida para las TrHb N de Mycobacterium 

tuberculosis (M.t trHb N), de Chlamydomonas eugametus (C.e. trHb N) y sus mutantes. 

Las estructuras de partida para todos los cálculos de M.t y C.e TrHbN fueron las 

obtenidas por cristalografía de rayos-X de las respectivas proteínas. Los códigos del 

protein data bank son 1IDR y 1DLY para M.t y C.e TrHB N respectivamente. Ambas 

proteínas fueron solvatadas en una caja de agua dejando unos 8 Å de agua entre los 

átomos de la superficie de la proteína y el límite del sistema. Para relajar las estructuras 

de la proteína solvatada el sistema se calentó hasta unos 300 K, y luego se realizaron 

dinámicas moleculares clásicas de 500 ps. Todas las simulaciones de dinámica molecular 

se realizaron usando el programa Amber.11 El radio de corte utilizado fue entre 10-12 Å 

para los términos de no unión y la temperatura se ajustó utilizando el termostato de 

Berendsen. Para la integración numérica de las ecuaciones de Newton se utilizó un time-
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step de 2 fs. Las mutantes se construyeron in-silico, a partir de la estructura original 

reemplazando los aminoácidos correspondientes. En cada caso se procedió luego a hacer 

una simulación de 2 ns para estudiar la conformacion del nuevo aminoácido.  

Generación de las estructuras de partida para la leghemoglobina (Lba), la 

mioglobina  (Mb) y sus mutantes. Las estructuras de partida para todos los cálculos de la 

Lba y la Mb fueron las obtenidas por cristalografía de rayos-X de las respectivas 

proteínas oxigenadas. Los códigos del protein data bank son 2MGM y 2BIN para la Lba 

y MB respectivamente. La solvatación, el protocolo de termalización y los parámetros de 

las corridas clásicas fueron equivalentes a los utilizados en las TrHB N. 

En ambos casos (Lba y Mb), se estudiaron las proteínas salvajes y 3 mutantes 

diferentes construidas in-silico: una mutante distal, donde se reemplazó la histidina distal 

E7 por una glicina, una mutante proximal, donde se reemplazó la histidina proximal F8 

por una glicina y se agregó una molécula de imidazol reemplazando el anillo de la 

histidina F8, y la doble mutante que combina las dos mutaciones recién mencionadas.  

Las cargas parciales del grupo hemo en sus diferentes estados de 

oxidación/coordinación fueron obtenidas con el mismo protocolo utilizado y sugerido en 

el campo de fuerzas Amber  según se menciona más adelante.   

Generación de las estructuras de partida para la minihemoglobina de Cerebratulus 

lacteus (CerHb). La estructura de partida para todos los cálculos de la CerHb fue la 

obtenida por cristalografía de rayos-X, código del protein data bank:1KR7. La proteína 

fue solvatada en una caja octahédrica de agua, dejando 8 Å de agua entre los átomos de la 

superficie de la proteína y el límite del sistema. Los parámetros de simulación y el 

protocolo de termalización utilizados fueron los mismos que los mencionados 

anteriormente.  

La mutante ThrE11 x Val se construyó in silico reemplazando el grupo OH por un 

CH3. La estructura obtenida es prácticamente indistinguible de la estructura 

cristalográfica de la proteína mutante (codigo: 1V07). 

Las cargas parciales del grupo hemo en sus diferentes estados de 

oxidación/coordinación fueron obtenidas con el mismo protocolo utilizado y sugerido en 
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el campo de fuerzas Amber. El protocolo consiste en realizar un cálculo de estructura 

electrónica del grupo hemo oxigenado aislado, y luego ajustar el valor de las cargas 

parciales sobre los átomos de manera que reproduzcan el potencial electrostático.12 Este 

conjunto de cargas para el grupo hemo ha sido ampliamente utilizado con éxito en 

diversas simulaciones de hemoproteínas. Sin embargo, como esperamos que el patrón de 

puente de interacciones con puente de hidrógeno en la CerHb sea muy sensible a la 

parametrización de las cargas del oxígeno coordinado, decidimos obtener las mismas 

empleando dos métodos de estructura electrónica diferentes para obtener el potencial 

electrostático utilizado para el ajuste. Los métodos empleados son  Hartree-Fock y DFT 

con el funcional B3LYP. Es importante notar que el oxígeno se encuentra más polarizado 

en el cálculo realizado con HF. Las cargas resultantes para los oxígenos son: -0.18e y -

0.37e con HF, y -0.12e y -0.18e para B3LYP (donde el primer valor corresponde al 

oxígeno unido al Fe).  

Perfil de energía libre de interconversión:  

En aquellos casos en los cuales las barreras asociadas a un determinado proceso son de 

una magnitud similar a las fluctuaciones térmicas del sistema, es posible obtener el perfil 

de energía libre asociado al proceso directamente de la simulación de dinámica 

molecular. El perfil resultante se obtiene a partir del cálculo de la distribución de 

probabilidades P( ) a lo largo de la coordenada de reacción ( ), de acuerdo con: 

- G( )  ln [P( )] 

donde -1 = kBT es la constante de Boltzmann multiplicada por la temperatura y G( ) 

la energía libre para el valor de  de coordenada. Los perfiles de energía libre de 

interconversión en la CerHb, para los dos conjuntos de cargas parciales (HF y B3LYP) 

fueron obtenidos de este modo directamente a partir de la simulación. La coordenada de 

reacción utilizada fue la diferencia entre las siguientes distancias:  el segundo átomo de 

oxígeno del ligando O2 y el H fenólico de la tirosina B10; y el H fenólico de la tirosina 

B10 y el oxígeno-

 

de la treonina E11: 

 

= r(O2 - TyrB10HOH) 

 

r(TyrB10HOH - 

ThrE11O ). 
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Perfil de energia QM-MM para la interconversión en la CerHb.  

Como fue mencionado en párrafos anteriores, para obtener un perfil de energía libre 

adecuado es necesario un muestreo extenso, imposible de obtener con métodos híbridos 

debido a su alto costo computacional.  Sin embargo, es posible obtener un perfil de 

energía potencial para un determinado proceso utilizando la técnica de búsqueda del 

camino de reacción mencionado en el Capítulo 2,  realizando en cada paso una 

optimización de geometría QM-MM restringida a lo largo de la coordenada de reacción y 

calculando la energía en cada mínimo a lo largo de la misma. La coordenada de reacción 

elegida para el perfil de energía de interconversión fue la mencionada anteriormente. En 

el caso de la CerHb, este cálculo nos permite independizarnos de la parametrización de 

las cargas.   

 Cálculo de la energía de union de oxígeno con métodos híbridos QM-MM  

Para realizar los cálculos híbridos QM-MM en todos los sistemas proteicos utilizados, 

se tomaron diferentes configuraciones de la dinámica molecular clásica y se enfrió el 

sistema lentamente hasta 0 K. A partir de la estructura a 0 K se realiza una optimización 

de geometría QM-MM usando el algoritmo del gradiente conjugado con el programa 

SIESTA. En todos los cálculos QM-MM, solo pueden moverse los átomos localizados a 

menos de 10 Å del sitio activo (el hemo en este caso). El resto de los átomos de la 

proteína o el solvente se mantienen fijos. Para todos los átomos se utilizaron bases de 

calidad doble zeta con polarización. Los cálculos fueron realizados utilizando la 

aproximación PBE para el funcional de intercambio y correlación. En todos los casos, se 

restringió al subsistema cuántico a la ferro-porfirina (sin las cadenas laterales) más los 

ligandos proximal y distal correspondientes. Las uniones entre el sistema cuántico y 

clásico fueron tratadas con el método del link atom mencionado anteriormente. A 

modo de ejemplo, en un cálculo de una hemoproteína oxigenada, el sistema cuántico 

comprende el núcleo porfirínico, el oxígeno y el anillo imidazólico de la histidina 

proximal, resultando en un total de 48 átomos . En este caso se utilizan 9 link atoms : 8 

entre el núcleo de la porfirina y sus cadenas laterales, y uno entre el anillo imidazólico y 

el esqueleto de la histidina proximal. 
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El grupo hemo en su estado pentacoordinado (por la histidina) ferroso fue calculado 

en el estado quintuplete (de alto espín), dado que se conoce que éste es el estado 

fundamental del sistema. Las proteínas hexacoordinadas con oxígeno fueron calculadas 

en el estado singulete (de bajo espín), dado que corresponde al estado fundamental.13 

La energía de unión de oxígeno se calculó luego utilizando la siguiente fórmula: 

E = Eprot-O2  (EO2 + Eprot)  

Donde Eprot-O2 corresponde a la energía de la proteína oxigenada, Eprot a la de la proteína 

libre y EO2 es la energía del oxígeno aislado.    

1-Efectos distales- rol de los puentes de hidrógeno.   

La mayoría de las hemoproteínas que poseen una alta afinidad por oxígeno, tienen en 

común la particularidad de presentar diversos residuos donores de puente de hidrógeno en 

la cavidad distal. Entre ellas encontramos a la TrHb N de M. tuberculosis, con una koff de 

0.2 s-1, y dos residuos donores de puente de hidrógeno en la cavidad distal (tirosina B10 y 

glutamina E11) (Figura 1A)14  En esta proteína, se ha demostrado que la alta afinidad por 

O2  esta íntimamente ligada con la función de la misma. La M.t.trHb N  funciona como 

una NO-dioxigenasa que cataliza la detoxificación del NO oxidándolo a nitrato que es 

una especie inocua.15 La detoxificación ocurre mediante la siguiente reacción:  

FeIIO2 + NO    FeIII + NO3
-  

por lo tanto es esencial mantener a la proteína cargada con oxígeno, ya que la proteína 

libre puede unir NO fuertemente quedando inhibida para llevar a cabo la reacción de 

detoxificación. Estudios mutacionales sugieren a la tirosina distal B10 como la 

responsable principal de la alta afinidad por oxígeno, ya que mutaciones de la misma por 

aminoácidos incapaces de formar puentes de hidrógeno aumentan la koff en al menos dos 

órdenes de magnitud.14 Otra proteína de la misma familia de hemoglobinas truncadas, 

con función desconocida, pero que posee una afinidad por oxígeno aún mayor, (koff = 

0.0141 s-1) es la tr Hb N de Chlamydomonas Eugametus (C.e.trHb N). Esta proteína 

posee además de los aminoácidos distales TyrB10 y GlnE11, una Gln en la posición E7. 

Si bien no se han caracterizado las afinidades por oxígeno de todos los miembros de las 
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hemoglobinas truncadas, y aún se desconoce la función de muchas de las mismas, se 

conoce la naturaleza de los aminoácidos distales en las posiciones mencionadas 

anteriormente para un extenso conjunto de las mismas. El análisis de las secuencias 

muestra que la presencia de las ya mencionadas Tyr o Gln pueden ser reemplazadas por 

aminoácidos hidrofóbicos (Leu, Val o Ile) o incluso por una histidina. Este conjunto de 

proteínas constituye un interesante conjunto de prueba para analizar los efectos distales 

sobre la afinidad por oxígeno. 

Por otro lado, como ya mencionamos en la introducción, un segundo grupo de proteínas 

cuya función esta asociada con una afinidad por oxígeno moderada, son las globinas de 

los organismos superiores. La proteína patrón con estas características es la mioglobina.  

La mioglobina, al igual que otras hemoproteínas de afinidad moderada, presentan en la 

cavidad distal solamente un aminoácido donor de puente de hidrógeno, una histidina en la 

posición E7. Existen además numerosos estudios mutacionales de los residuos distales, 

sobre la modulación de la afinidad por oxígeno en mioglobinas lo que las convierte en un 

grupo altamente relevante para el estudio de este efecto.  

A continuación se muestran los resultados obtenidos para los cálculos de optimización de 

geometría de los complejos oxigenados, y la energía de unión por oxígeno de las 

diferentes  proteínas mencionadas.   



 

107

 
Resultados y discusión  

En la Figura 1 se muestran las estructuras optimizadas de los sitios activos oxigenados 

para la trHb N de M. Tuberculosis (M.t trHb) y la tr Hb N de C. Eugametus. (C.e trHb)    

   

Figura 1. Sitios activos optimizados de A: M.t trHb y B: C.e trHb  

Como se ve en la Figura 1A, en la estructura de la oxy-M.t.TrHb ambos residuos distales 

interaccionan por puente de hidrógeno con el O2. El análisis detallado muestra que la 

TyrB10 se encuentra estrechamente unida a ambos oxígenos, mientras que la GlnE11 

interactúa de modo más débil y sólo con uno de los oxígenos del ligando. La GlnE11 

contribuye además a fijar la posición de la TyrB10.  El análisis de la Figura 1B muestra 

que en el caso de la oxy C.e. trHb N , la Tyr B10 al igual que en M.t trHb N presenta la 

interacción más fuerte, en este caso además ambas glutaminas (E7 y E11) contribuyen a 

fijar la TyrB10 en su posición e interactúan con el O2 pero en menor medida.  

En la Tabla 1A se muestran los parámetros estructurales relevantes, las energías de unión 

por oxígeno y las constantes de disociación experimentales (koff) para las diferentes 

hemoglobinas truncadas y sus mutantes.  

TyrB10

 

GlnE7

 

GlnE11

 

B) 

HisF8 

TyrB10

 

GlnE11

 

A) 

HisF8 
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Tabla 1A. Parámetros estructurales (distancias/Angstroms, ángulos/grados), Energéticos 

( E/kcal mol-1) y cinéticos (koff/s
-1) para los complejos oxígenados de M.t trHB N y C.e. 

trHb N salvaje y diversas mutantes.a   

Proteína M.t trHb N C.e trHb N 

 

Salvaje YB10 A

 

Salvaje YB10 A QE11L QE7LL Triple mutante

 

Residuos distalesb

 

YLQ ALQ YQQ AQQ YQL YLQ ALL 

d Fe-O 1.84 1.86 1.78 1.78 1.78 1.86 1.77 

d O-O 1.31 1.31 1.32 1.31 1.31 1.31 1.31 

qO2 -0.36 -0.35 -0.398 -0.341 -0.347 -0.371 -0.342 

d Fe-N Prox.His
c 

2.06  

(2.13) 

2.09  

(2.10) 

2.06 

(2.18) 

2.10 

 (2.18) 

2.10 

 (2.17) 

2.11   

(2.17) 

2.12  

(2.26) 

EO2 34.0 29.8 41.5 31.3 31.5 35.8 22.5 

koff 0.2 45 0.014 n.r n.r n.r n.r 

a) La nomeclatura de las mutantes es la siguiente: YB10A indica que la Tirosina B10 (YB10) ha sido 

reemplazada por Alanina(A) b) Los residuos distales de las posiciones B10 E7 y E11 se encuentran 

indicados segun el código de 1 letra: Y = tyr, A = ala, Q = Gln, L =Leu. c) Entre paréntesis se indica el 

valor de la distancia en la proteína desoxigenada.  

Los resultados de la Tabla 1A para los cálculos de la energía de unión del oxígeno en 

M.t.TrHb N (wt y TyrB10xAla) y C.e. trHb N, muestran que la metodología utilizada es 

capaz de reproducir la tendencia observada experimentalmente para las constantes de 

disociación, ya  que a menor constante de disociación le corresponde una mayor energía 

de unión. 

Los resultados para las mutantes de ambas proteínas permiten además, confirmar el rol de 

la tirosina B10 como la principal responsable de la alta afinidad por el oxígeno en la trHb 

N. En el caso de C.e trHb N ambas glutaminas hacen una contribucion significativa 

generando una proteína con una afinidad mayor aún que la M.t.trHb N.[14]  

El análisis de las diferentes mutantes de C.e. trHb N muestra que la mutación de 

cualquiera de los tres residuos distales QE7, YB10, o QE11 por un residuo incapaz de 
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formar puentes de hidrógeno, disminuye la afinidad por oxígeno, lo que prueba que la 

presencia de los tres residuos es necesaria para generar una koff muy baja. Para el caso de 

la triple mutante, donde no queda ningún residuo capaz de formar puente de hidrógeno, 

como era de esperarse la energía de union por oxígeno es baja y comparable a la de un 

hemo aislado (21.0 kcal/mol). Por otro lado, el análisis de las mutantes individuales de 

glutamina, muestra que las mismas no son equivalentes. La mutacion de la QE7L afecta 

en menor medida a la afinidad que la mutación QE11L. De hecho la energía de unión de 

C.e. QE7L es similar a la observada para la M.t salvaje que presenta los mismos residuos.  

Los resultados para las hemoproteínas que presentan solamente una histidina en la 

cavidad distal (HisE7), como la mioglobina y algunas mutantes, se presentan en la Tabla 

1B.  

Tabla 1B. Parámetros estructurales (distancias/Angstroms, ángulos/grados), energéticos 

( E/kcal mol-1) y cinéticos (koff/s
-1), para la mioglobina oxigenada y dos mutantes. Los 

residuos distales corresponden a las posiciones E7 y E11.  

Proteína Mioglobina 

 

Salvaje HE7G VE11N 

Residuos distalesa HV GV HN 

d Fe-O 1.84 1.762 1.78 

d O-O 1.297 1.285 1.298 

qO2 -0.214 -0.219 -0.254 

d Fe-Hisb 
2.183 

(2.194) 

2.18  

(2.190) 

2.14 

 (2.18) 

EO2 27.0 22.7 30.1 

koff 12 1600 0.54 

a) Los residuos distales de las posiciones E7 y E11 se encuentran indicados segun el código de 1 letra: H = 

His, V = Val, G = Gly, N = Asn. c) Entre paréntesis se indica el valor de la distancia en la proteína 

desoxigenada.  

Los resultados muestran que, como era de esperarse de acuerdo a la menor afinidad 

observada experimentalmente, la energía de unión por oxígeno en la mioglobina salvaje 

es unas 10 kcal/mol menor a la obtenida para las hemoglobinas truncadas N salvajes de la 
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tabla anterior. Mas aún, la mutación de la HisE7 distal por Gly reduce la energía de unión 

en unas 7 kcal/mol, obteniéndose un valor comparable al obtenido para un hemo aislado. 

Por otro lado, el agregar un residuo adicional capaz de formar un puente de hidrógeno 

con el oxígeno, como una asparagina en posicion E11,  como era de esperar aumenta la 

afinidad por el oxígeno.  

Entre todos los parámetros estructurales de las Tablas 1A y 1B, el que presenta una mejor 

correlación con la energía de unión, es la carga negativa sobre el oxígeno. La misma se 

hace más negativa en aquellas proteínas con mayor cantidad de interacciones puente de 

hidrógeno reforzando la unión O2-proteína sinergísticamente, ya que al estar el O2 más 

polarizado todas las interacciones se hacen más fuertes. La otra clara tendencia 

estructural observada corresponde a la reducción en la distancia de unión Fe-HisF8 al 

unir oxígeno comparada con la proteína libre. A esta reducción en la distancia Fe-His se 

la denomina efecto trans positivo y se discutirá en otro capítulo.  

En conjunto, los  resultados de las Tablas 1A y  1B confirman que la 

estabilización distal (mediada por la presencia de grupos donores de puente de hidrógeno) 

es uno de los factores clave que determinan la afinidad por oxígeno. Los mismos también 

muestran que es posible realizar un estudio comparativo de las contribuciones 

particulares realizadas por cada aminoácido mediante el uso de mutantes in-silico y 

técnicas de simulación híbridas QM-MM.  
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2- Influencia del entorno de la histidina axial: el efecto proximal  

El efecto estudiado en la sección anterior es tal vez el mecanismo más estudiado de 

regulación de la afinidad por oxígeno en hemoproteínas. La existencia de una correlación 

entre el número y la intensidad de los puentes de hidrógeno distales y la afinidad por 

oxígeno ha sido corroborada en numerosos casos. Sin embargo, existen casos donde la 

afinidad por oxígeno no se corresponde con lo esperado debido a las características de su 

cavidad distal. Uno de los ejemplos más notables es el caso de las leghemoglobinas 

(Lbas).16  

Las Lbas se encuentran en los nódulos de las raíces de las plantas leguminosas y se cree 

que realizan la función de transportadoras de oxígeno. Al igual que la Mb, poseen una 

afinidad por oxígeno moderada (aunque algo mayor que la de la Mb) y una histidina en la 

posición E7. Llamativamente y en oposición a lo observado en la Mb,  mutaciones de 

este aminoácido por residuos hidrofóbicos, muestran que el mismo no contribuye 

significativamente a la estabilización del oxígeno. La mutación de la HisE7 en Mb por 

aminoácidos no donores de puente hidrógeno, aumentan la koff más de 100 veces en todos 

los casos, mientras que las mismas mutaciones en Lba tienen un efecto mínimo (la koff 

aumenta menos de 5 veces). Más aún, a pesar de carecer aparentemente de una 

estabilización distal la constante de disociación de Lba es menor que la de Mb (los 

valores de koff son 5.6 s-1 y 15 s-1respectivamente).16  

La causa más probable de la ausencia de un marcado efecto distal y una moderada 

afinidad por oxígeno en la Lba, es la regulación de la afinidad por oxígeno debida al 

entorno proximal. Los así denominados efectos proximales regulan la interacción de la 

histidina proximal con el grupo hemo y ésta a su vez repercute sobre la unión Fe-O. El 

mecanismo de regulación consiste en ajustar la capacidad de donación de carga de la 

histidina al hierro. Una mayor transferencia de carga, de la histidina próximal al Fe, le 

permite una mayor retrodonación-

 

al oxígeno reforzando el enlace Fe-O. La capacidad 

de transferencia de carga de la histidina proximal al metal está determinada por: 1- la 

basicidad de la histidina, modulada por la interacción de puente de hidrógeno con el H ; 

2- la posición rotacional de la histidina, que describe la posición relativa entre el plano 

del anillo imidazólico, y un eje imaginario que pasa por dos nitrógenos pirrólicos 
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opuestos del hemo. Si el eje está alineado con el plano, la conformación se denomina 

eclipsada, mientras que si se encuentra formando un ángulo de cerca de 45

 
se denomina 

alternada.; 3-. La distancia  entre la histidina y el plano porfirínico determinada por la 

matriz proteica.  

Evidencia adicional de la importancia de los efectos proximales provienen de estudios 

de mutagénesis en Lba y Mb donde la histidina proximal es reemplazada por glicina y se 

agrega imidazol. Los resultados muestran que la koff aumenta 3 veces en Lba, y 

disminuye 3 veces en Mb.  

Para estudiar los efectos proximales de manera comparativa realizamos un estudio de 

las energías de unión por oxígeno en Lba y Mb y sus mutantes.  

Resultados y Discusión 

En la Tabla 2 se muestran, para las estructuras de las proteínas salvaje y mutantes 

optimizadas con el método QM-MM los siguientes datos:  parámetros geométricos 

relevantes para el complejo oxigenado, la carga recibida por el oxígeno ( qO2),  la carga 

donada por el imidazol ( qIm.) en el complejo, y las energías de unión del oxígeno 

relativas a la proteína salvaje. Las mutantes son: la mutante proximal, en la que la 

histidina proximal (F8) es reemplazada por glicina y un imidazol libre; la mutante distal 

de la Histidina E7, y la mutante doble (HisF8xGly +Im y HisE7xGly).   
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Tabla 2. Parámetros estructurales (distancias/Angstroms, ángulos/grados), energéticos 

( E/kcal mol-1), poblaciones de Mulliken ( q/e) y cinéticos (koff/s
-1) para la coordiancion 

de oxígeno a la Mb y la Lba   

Mb 

 
Salvaje HisF8xGly + Im. HisE7xGly Mutante doble 

d Fe-O 1.840 1.832 1.762 1.827 

d O-O 1.297 1.299 1.285 1.285 

Fe-O-O 120.9 122.8 123.2 120.6 

qO2 -0.214 -0.286 -0.219 -0.206 

d Fe-NHis 2.183 2.098 2.178 2.094 

DiedroHis
a 78.4 56.4 76.6 65.3 

qIm. 0.146 0.174 0.142 0.156 

( EO2) 0 1.4 -7.1 -4.7   

Lba 

 

Salvaje HisF8xGly + Im. HisE7xGly Mutante doble 

d Fe-O 1.839 1.834 1.844 1.840 

d O-O 1.301 1.300 1.294 1.292 

Fe-O-O 121.4 121.6 121.8 121.6 

qO2 -0.302 -0.302 -0.268 -0.242 

d Fe-NHis 2.041 2.038 2.047 2.066 

DiedroHis
a 60.1 72.6 58.9 79.4 

qIm. 0.196 0.187 0.205 0.178 

( EO2) 0 -1.6 -3.1 -6.5 

a DiedroHis se refiere a la posición rotacional de la Histidina como se la definió anteriormente.  

El análisis de las estructuras optimizadas de las proteínas salvajes por sí solas ya revela 

gran parte de las características del entorno proximal que favorecen en la Lba la unión del 

oxígeno. En Lba, el N  de la histidina proximal F8 está formando un puente de hidrógeno 

con el carbonilo de la Leucina F4. En Mb, además de interactuar con el carbonilo de la 

LeuF4, el N

 

de la HisF8 también lo hace con el OH de la serina F7 (Figura 3). Como 

resultado de estas interacciones, la histidina proximal se encuentra fijada al resto de la 

proteína por tres puntos: la unión al metal, la unión al backbone y la interacción de 

puente de hidrógeno del N

 

(Figura 3). La posición relativa de estos tres puntos en la 

matriz proteica determinan la posición rotacional de la histidina y la distancia al plano 
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porfirínico. Las estructuras optimizadas muestran que en Lba el plano del imidazol se 

encuentra en una posición alternada respecto a los nitrógenos pirrólicos y una distancia 

corta entre la histidina y el metal, mientras que en la Mb la histidina se presenta en una 

posición más cercana a la de tipo eclipsada y a una distancia mayor del hierro (Figura 4). 

El resultado de una posición relativa diferente para la histidina proximal, se refleja en la 

conexión His-Fe-O2 que afecta la unión por oxígeno y consecuentemente la afinidad. 

Como se puede apreciar en la Tabla 2 el análisis de las poblaciones de Mulliken de las 

proteínas salvajes revela que efectivamente en Lba la donación de carga de la histidina al 

metal es mayor (0.196e en Lba vs 0.146e en Mb), con la consecuente mayor 

retrodonación-

 

hacia el O2, lo que se refleja en un oxígeno más negativo en Lba que en 

Mb ( qO2 es igual a -0.214e y 0.302e para Mb y Lba, respectivamente).   

 

Figura 3. Figura del sitio activo optimizado en Lba A) y Mb B).  



 

115

  

Figura 4. Posición rotacional de la histidina proximal en A) Lba  y B) Mb. Las líneas discontinuas marcan 

la posición rotacional del plano de la histidina y el eje que pasa por los nitrógenos pirrólicos opuestos.  

Con el objetivo de cuantificar el efecto proximal sobre la afinidad del oxígeno, 

realizamos una optimización de geometría para las mutantes proximales HisF8xGly + Im 

como se menciona en el párrafo anterior. Los resultados se muestran en la Tabla 2. Si 

comparamos la mutante proximal de Mb con la proteína salvaje, vemos que al liberar al 

anillo imidazólico de su anclaje a la proteína, ésta gira para ubicarse en una posición más 

cercana a la alternada (el ángulo rotacional pasa  de 78 a 56 grados) y se acerca 0.1 Å al 

hierro. Como resultado del cambio en la posición de la histidina, ésta se encuentra en una 

posición más favorable para donar carga a través del eje Im-Fe-O2. Esto se ve reflejado 

en el incremento de donación de carga de la histidina con la consecuente mayor 

retrodonación al O2. Finalmente, y consistentemente con los datos experimentales, la 

energía de unión del oxígeno se incrementa en 1.4 kcal/mol en la mutante HisF8xGly + 

Im respecto de la proteína salvaje. 

En Lba el panorama es completamente opuesto al que se observa en la Mb. Al liberar al 

anillo imidazólico, éste rota para reducir la distancia de interacción del puente de 

hidrógeno  H

 

- HisF8 con el  CO-LeuF4, ubicándose ahora en una posición rotacional 

más eclipsada. Este cambio de orientación resulta en una pequeña disminución de la  

carga donada por la histidina y una disminución de 1.6 kcal/mol en la energía de unión 

por oxígeno, consistente con lo esperado de acuerdo a los datos experimentales de las 

constantes de disociación.  

Alentados por los resultados obtenidos en las secciones anteriores decidimos estudiar la 

relación entre ambos efectos usando la Mb y la Lba. Como ya mostramos en la Mb, la 
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mutación distal (HisE7xGly) reduce drásticamente la energía de unión del oxígeno. Sin 

embargo la ausencia de la histidina distal no tiene efecto en la regulación proximal, ya 

que la posición de la histidina F8 no se ve modificada (la distancia Fe-His y el ángulo 

rotacional permanecen inalterados) y la donación de carga tampoco. En Lba, la mutación 

distal también produce una reducción en la energía de unión por oxígeno aunque en 

concordancia con la tendencia de las constantes de disociación, la disminución es  

significativamente menor que en el caso de la Mb. Por otro lado, al igual que en la Mb, la 

interacción proximal se ve inalterada por la mutación distal.   

Para terminar de confirmar el efecto proximal y la relativa independencia de éste con el 

efecto distal realizamos ahora las mutantes dobles. Los resultados de la Tabla 2 muestran 

que los cambios observados al mutar la histidina proximal en la proteína carente de 

histidina distal, son casi los mismos que se observan al mutar solamente la histidina 

proximal en las proteínas salvajes. En Mb, por ejemplo, la energía de unión de la doble 

mutante disminuye en 4.7 kcal/mol respecto de la salvaje, lo que representa un 

incremento de 2.3 kcal/mol respecto de la mutante distal. Además, en la doble mutante la 

liberación del anillo imidazólico produce un acercamiento de la histidina al hierro y una 

rotación del anillo hacia una posición más cercana a la alternada con el correspondiente 

aumento de la donación de carga. Al igual que en la mutante proximal, nuevamente en 

Lba se observa el efecto opuesto que en Mb: el anillo imidazólico rota hacia una posición 

más eclipsada lo que produce una disminución en la energía de la unión respecto de la 

mutante distal. 

En resumen, los resultados de esta sección muestran que los efectos proximales a través 

de la determinación de la posición relativa de la histidina proximal respecto de la 

porfirina regulan la interacción hierro-histidina siendo capaces de modular la afinidad por 

oxígeno. Los resultados también muestran que los efectos proximal y distal son 

relativamente independientes pudiendo operar en conjunto para determinar la afinidad 

por oxígeno de una hemoproteína.   
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3-Efectos dinámicos   

Uno de los ejemplos más notables recientemente descubierto dentro de las familia de las 

globinas es la llamada mini hemoglobina de Cerebratulus lacteus (CerHb), un gusano del 

grupo de los nematodos.17 Esta hemoglobina se expresa en el tejido nervioso del animal y 

es la más pequeña de las descubiertas hasta hoy. La CerHb está compuesta por solo 109 

aminoácidos, pero su estructura terciaria conserva la estructura típica de la familia de las 

globinas. El hemo se encuentra coordinado por la histidina proximal F8, mientras que en 

la cavidad distal se encuentran varios aminoácidos capaces de interaccionar mediante 

puentes de hidrógeno, TyrB10, GlnE7 y Thr E11. Los estudios de cristalografía de rayos-

X muestran que la tyrB10 y la GlnE11 interactúan directamente con el O2 coordinado, de 

manera similar a lo que ocurre en la trHb N. Sin embargo, el rol de la ThrE11 parecería 

ser el  de determinar la orientación precisa del OH de la TyrB10 respecto del ligando.17   

El aspecto mas extraño de la CerHb es que a pesar de poseer en la cavidad distal los 

clásicos aminoácidos TyrB10 y GlnE11, encontrados en proteínas con alta afinidad por 

O2 como la TrHb N, ésta posee un afinidad por oxígeno moderada, lo que se evidencia en 

una constante de disociación extremadamente alta (koff = 200-600 s-1). Más aún, los 

estudios de mutagénesis dirigida  muestran que la mutación de TyrB10 x Phe da como 

resultado solamente un incremento de 2 veces en la koff, mientras que la mutación de la 

ThrE11 por Valina produce una disminucion dramática (unas 1000 veces) en la misma.17  

El estudio de las características dinámicas y estructurales que determinan la unión por 

oxígeno en la CerHb nos permitió, como mostraremos a continuación, descubrir un 

mecanismo novedoso de regulación de la afinidad por oxígeno en hemoproteínas.  

Resultados y Discusión  

Simulaciones clásicas. Para analizar la estructura y dinámica de la cerHb w.t en su 

estado oxigenado, realizamos una simulación de 5 ns de la proteína solvatada.  El análisis 

de la evolución temporal de la distancia entre el hidrógeno fenólico de la TyrB10 y el  

oxígeno terminal del ligando se muestra en la Figura 5.  De la misma, se puede concluir 

que existen dos conformaciones en equilibrio dinámico. La primera conformación (c1) 
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muestra que el OH fenólico de la TyrB10 se encuentra dirigido hacia la molécula de O2 

unida al hierro, a distancia de puente de hidrógeno del átomo de oxígeno. (Fig. 6A). En la 

segunda conformación (c2) la interacción de puente de hidrógeno entre la TyrB10 y el 

ligando O2 no esta presente, ya que el OH fenólico se encuentra orientado hacia el átomo 

OG1 de la ThrE11. (Fig 6B)12 Es interesante notar que los confórmeros son 

indistinguibles en la estructura de rayos-X, ya que la mayor diferencia reside en la 

posición del OH, mientras que el anillo aromático de la TyrB10 permanece prácticamente 

en la misma posición en ambas. 

 

Figura 5. Evolución temporal de  la distancia entre el H fenólico de la tirosina B10 y el oxígeno terminal 

del O2 unido al hemo.  
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Figura 6. Conformaciones observadas en la CerHb A) Conformación 1; B) Conformación 2.  

Como se menciona en la sección de métodos computacionales, el uso de técnicas clásicas 

de simulación describe la interacción entre átomos de moléculas diferentes mediante los 

términos de no unión. La magnitud de la interacción de puente de hidrógeno dependerá 

entonces de las cargas asignadas a los átomos involucrados en la interacción. En este 

caso, las cargas asignadas al O2 unido al grupo hemo provienen de un cálculo realizado 

con una porfirina en vacío utilizando el método de HF,  en el que la carga total sobre el 

O2 unido resulta en 0.5 e. Para analizar el efecto de este parámetro sobre los resultados 

obtenidos, realizamos la misma simulación pero utilizando para el grupo hemo oxígeno 

otro conjunto de cargas parciales obtenido mediante cálculos a nivel B3LYP. En este 

caso la carga total sobre el O2 unido es de aproximadamente 0.3 e. Los resultados 

muestran que con este conjunto de cargas parciales también se observan los dos 

confórmeros. 

Definiendo la coordenada de interconversión como la diferencia entre las distancias de 

la interacción (O(2)-HTyrB10) y (HTyrB10-OG1ThrE11), para ambas conformaciones de 

acuerdo a:  

 = d(O(2)-HTyrB10)  d(HTyrB10-OG1ThrE11)   

TyrB10 

ThrE11 

GlnE7 

HisF8 

TyrB10 

ThrE11 
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HisF8 
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pudimos obtener el perfil de energía libre a lo largo de la misma a partir de la simulación 

para ambos conjuntos de cargas parciales. El mismo se muestra en la Figura 7. La 

pequeña diferencia de energía libre entre ambas conformaciones y la barrera de 

interconversión de solo 1-2 kcal/mol, indican que posiblemente ambas conformaciones  

se encuentren pobladas significativamente a temperatura ambiente.  

  

Figura 7. Perfil de energía libre para la interconversión entre las conformaciones 1 y 2 encontradas en la 

CerHb. Los resultados correspondientes a las cargas obtenidas mediante cálculos HF y B3LYP se muestran 

en líneas llena y punteada respectivamente.  

Consistentemente con el hecho que, para el conjunto de cargas obtenido por HF el O2  

posee una carga más negativa, la conformación 1 (donde el O2 interactúa con el OH de la 

TyrB10) es la predominante. Sin embargo, el uso de las cargas obtenidas con B3LYP 

revierte la preferencia al confórmero 2.   

La realización del mismo tipo de simulación y análisis con la cerHb mutante 

ThrE11xVal mostró resultados diferentes. Como era de esperarse, la falta de capacidad de 

la ValE11 de formar puente de hidrógeno con la TyrB10 no permite la formación del 

confórmero 2, y por eso una estructura de tipo confórmero 1, con la interacción entre el 

O2 y el OH TyrB10,  es observada durante toda la simulación.    
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Cálculo QM-MM de la barrera de interconversión  

Para independizarse del problema de las cargas del oxígeno, y del campo de fuerzas 

clásico decidimos realizar el perfil de energía potencial para la interconversión utilizando 

métodos QM-MM. Al igual que en los casos anteriores, el hemo-O2 y la histidina 

proximal fueron incluidos en el subsistema cuántico y el resto de la proteína más el 

solvente fueron tratados de manera clásica. La coordenada de reacción elegida para 

realizar el perfil fue la misma que la utilizada para calcular la energía libre en las 

simulaciones clásicas. El resultado del perfil de energía potencial se muestra en la Figura 

8. El perfil muestra que en este caso (donde no hay parametrización ad-hoc de las cargas 

del O2) ambas conformaciones son isoenergéticas. Esto implicaría que ambos estados 

estarían igualmente poblados a temperatura ambiente, siempre y cuando los efectos 

térmicos y entrópicos sean similares para ambas conformaciones, dato que concuerda de 

manera cualitativa con lo observado en las simulaciones clásicas.    

 

Figura 8. Perfil de energía para el cálculo QM-MM de la barrera de interconversión.  

Cálculos QM-MM de la afinidad por oxígeno.  

Habiendo observado la existencia de los dos confórmeros en la CerHb decidimos calcular 

la energía de unión por oxígeno para ambas estructuras. Las estructuras optimizadas para  

ambas conformaciones fueron obtenidas partiendo de una configuración seleccionada de 

la dinámica, optimizada con una simulación clásica, seguida de una optimización QM-
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MM, de acuerdo a lo descrito en la sección de Métodos Computacionales.  En la Tabla 3 

se presentan los parámetros estructurales relevantes de las estructuras optimizadas.   

Tabla 3. Parámetros estructurales y energías de unión por O2 para la CerHb w.t y la 
mutante ThrE11Va. Las distancias están en Å, los ángulos en grados y las energías en 
kcal/mol . O(1) y O(2) corresponden  respectivamente al átomo de oxígeno coordinado al 
hierro y al oxígeno terminal en la molécula de O2.   

w.t. conf. 1 w.t. conf. 2 mut 

Fe-O(1)-O(2) 117.9 119.5 120.8 

Fe-O(1) 1.82 1.77 1.84 

O(1)-O(2) 1.30 1.29 1.31 

LeuF5:O-HisF8:ND1 2.80 2.79 2.81 

Fe-HisF8:ND1 2.08 2.11 2.11 

TyrB10:OH-O(1) 2.96 3.17 2.99 

TyrB10:OH-O(2) 2.77 3.28 2.74 

TyrB10:OH-

ThrE11:OG1 
3.18 2.70 - 

TyrB10:OH-

ValE11:CG2 
- - 3.28 

GlnE7:O-Thr E11:OG1 2.66 2.73 - 

GlnE7:O-Val E11:CG2 - - 3.64 

E union de O2  32.8 24.4 32.0 

 

Los valores obtenidos para la energía de unión por oxígeno son de 32.8 kcal/mol para la 

conformación 1 (donde el O2 unido al hemo interactúa por puente de hidrógeno con el 

OH fenólico de la TyrB10) y de 24.4 kcal/mol para la conformación 2. Por otro lado en la 

mutante, donde se observa una estructura similar a la del confórmero 1, la energía de 

unión, es, como era de esperarse de 32.0 kcal/mol, un valor similar al de la conformación 

1.  Si consideramos lo observado en las simulaciones clásicas y en el perfil de energía 

potencial para la interconversión entre ambas estructuras, se podría esperar una población 

del 50% para cada una de las dos conformaciones para la CerHb salvaje en solución, de 



 

123

 
esta manera el valor esperado para la energía de unión de O2 de la CerHb wt será el 

promedio de los valores obtenidos para cada conformación. El promedio de la energía de 

unión de ambas conformaciones arroja un valor estimado de unas -28.6 kcal/mol.   

Si analizamos los datos de las constantes de disociación de la CerHb wt y sus mutantes 

observamos que la mutación ThrE11 a Val disminuye la constante de disociación koff 

unas 1000 veces respecto de la proteína salvaje. (los valores son 180 s-1  y 0.18 s-1 para la 

CerHb salvaje y ThrE11xVal respectivamente).17 Este cambio se corresponde con un 

cambio en energía de unión de unas 4 kcal/mol, un valor que concuerda perfectamente 

con la diferencia obtenida al comparar las energías de unión calculadas para la proteína 

mutante (32.0 kcal/mol) y la proteína salvaje, utilizando el promedio de las dos 

conformaciones (28.6 kcal/mol). 

Para terminar de confirmar que realmente la existencia de las dos conformaciones 

determina la constante de disociación y por ende la afinidad por oxígeno decidimos 

calcular la energía de unión de la mutante TyrB10 x Phe. Experimentalmente esta 

mutación produce un aumento de unas 300 veces en la koff, lo que indica que el OH de la 

TyrB10 contribuye positivamente a la unión por oxígeno y que la diferencia de energía de 

unión esperada es de 

 

1 kcal/mol. El cálculo de la energía de unión del oxígeno para la 

proteína mutante TyrB10 x Phe da como resultado un valor de 26.1 kcal/mol. 

Nuevamente, este resultado se ajusta perfectamente a lo esperado considerando que la 

proteína salvaje posee una energía de unión  resultante de la contribución de ambas 

conformaciones  de 28.6 kcal/mol. 

Los resultados de los cálculos para la CerHb en este trabajo, además de ser 

consistentes con los datos de cristalografía de rayos-X y cinéticas de unión de ligandos,  

demuestran que las constantes de disociación de O2 observadas, sólo pueden ser 

explicadas mediante el planteo de un equilibrio dinámico entre estados de alta y baja 

afinidad en la CerHb salvaje. La existencia del equilibrio dinámico entre dos 

conformaciones de la cavidad distal que regulan la afinidad por oxígeno, revelado 

mediante las simulaciones clásicas y que ha pasado inadvertida en los resultados 

experimentales, se perfila como un nuevo mecanismo sutil de regulación de la afinidad 

por oxígeno en hemoproteínas.     
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Conclusiones   

Los datos presentados en este capítulo muestran que los tres efectos estudiados, a) 

regulación distal por interacción de puentes de hidrógeno, b) regulación proximal 

mediada por la posición y características de la histidina proximal y c) efectos dinámicos 

debidas a la presencia de múltiples conformaciones con diferente afinidad, son capaces 

de regular la afinidad por oxígeno. De éstos efectos, el que posee una mayor capacidad de 

regulación es el efecto distal.  Éste es también el que más fácilmente permite predecir la 

probable afinidad por oxígeno de una hemoproteína nueva, en base solamente al 

conocimiento de su estructura primaria (su secuencia) y el plegamiento característico. A 

modo de ejemplo, podemos suponer que las hemoglobinas truncadas que posean la 

TyrB10, la GlnE11 y la GlnE7 poseerán una alta afinidad por oxígeno, proteínas con sólo 

uno o dos de estos residuos poseerán una afinidad menor y proteínas sin ninguno de los 

tres probablemente tengan una afinidad muy baja. Sin embargo, debido a los otros 

efectos, en particular debido a la posible presencia de múltiples conformaciones, se debe 

ser cauto al momento de hacer una predicción. El efecto proximal,  es por un lado mucho 

más sutil que el efecto distal, por lo que permite una regulación más fina de la afinidad. 

Por otro lado permite lograr una regulación de la afinidad independiente del entorno 

distal.  

Finalmente, es interesante mencionar que la afinidad resultante de una hemoproteína 

dada estará determinada por la contribución e interrelación de estos efectos. 

Probablemente el ejemplo más importante de la conjunción de estos efectos se da en la 

hemoglobina de mamíferos, donde se observa un cambio drástico en la afinidad por 

oxígeno debido a un  cambio conformacional cooperativo en la estructura cuaternaria.  

Estudios con hemoglobinas híbridas sustituídas con hemos con diferentes metales 

muestran que el cambio conformacional desde el estado de T, de baja afinidad, al estado 

R, de alta afinidad esta acompañado por una reducción en la constante de disociación de 

unas 50 a 100 veces en la subunidad , y unas 20 

 

60 veces en la subunidad .

 

Por un lado, entonces,  es claro que la presencia de dos conformaciones R y T en  

equilibrio dinámico es uno de los factores clave en la determinación de la afinidad por 

oxígeno. Más aún, es el desplazamiento del equilibrio T-R lo que resulta en un cambio 



 

125

 
neto en la afinidad de la proteína como un todo. Por otro lado, si analizamos cada 

subunidad individualmente, vemos que en las subunidades 

 
el aumento de la afinidad 

debido al cambio T-R es atribuído a un reforzamiento de la interacción por puente de 

hidrógeno entre el O2 unido y la histidina distal E7. En cambio, en la subunidad 

 
la 

modificación se debe probablemente a un efecto proximal. Si analizamos las estructuras 

de rayos-X de la hemoglobina vemos que en el estado T de baja afinidad, la distancia Fe-

His es de 2.6 Å , y que esta distancia se relaja en el estado R a 2.1 Å. Nuestros resultados 

de la segunda sección, explican como este cambio en la distancia hierro histidinas sería el 

responsable del aumento de la afinidad por oxígeno en el estado R.   
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Capítulo 6   

Conclusiones Generales  

Desde las porfirinas hasta las hemoproteínas.   

Como ya se mencionó en la introducción la función de una hemoproteína está 

íntimamente relacionada con la reactividad química del grupo hemo, determinada en gran 

medida por las propiedades de la química de coordinación del hierro. Utilizando como 

punto de partida la reactividad intrínseca del grupo hemo, las hemoproteínas han  sido 

capaces de explotar la infinita diversidad de entornos próximo/distales de la matriz 

proteica, para generar un conjunto de proteínas con una diversidad funcional  inigualable. 

Al inicio de esta tesis nos pusimos como objetivo principal comprender la relación entre 

las características físico-químicas de los sitios activos presentes en las diferentes 

hemoproteínas y la función de las mismas. Para cumplir con nuestro objetivo hemos 

utilizado el mismo punto de partida que usó la naturaleza para seleccionar las funciones 

de las hemoproteínas: la reactividad intrínseca del grupo hemo. Luego hemos comparado 

la misma con los resultados observados para diferentes ejemplos de hemoproteínas y sus 

sitios activos aislados. En la mayoría de los casos hemos recurrido al estudio comparativo 

de mutantes puntuales para aislar algún efecto. Todos los resultados los hemos 

interpretado siempre desde un abordaje físico-químico sostenido en el conocimiento 

preciso y detallado de la estructura de los sitios activos en estudio. Sin embargo, y dada la 

gran diversidad de funciones que realizan las hemoproteínas, es imposible abordarlas 

todas en un trabajo de tesis. Por eso, en este caso nos hemos centrado en algunas de las 

características reactivas de las hemoproteínas que consideramos mas relevantes. 

Finalmente es interesante mencionar que la afinidad resultante para una hemoproteína 

dada estará  determinada por la contribución e interrelación de estos efectos.  
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EL HNO y la química biológica 

El Capítulo 3 muestra un claro ejemplo del estudio de la reactividad intrínseca del grupo 

hemo frente a ligandos pequeños. Utilizando diferentes porfirinas modelos hemo podido 

analizar en detalle las características reactivas del HNO frente a porfirinas de hierro y 

manganeso. Los resultados muestran, en primer lugar, que  los comúnmente utilizados 

donores de HNO pueden reaccionar directamente con las porfirinas, que en algunos casos 

catalizan su descomposición, para dar los correspondientes complejos nitrosilados. El 

análisis cinético muestra que la velocidad de reacción del HNO con las FeIII/MnIII 

porfirinas es similar a la observada para la reacción del NO con las mismas, y que la 

misma sería una cota superior a la velocidad de reacción contra hemoproteínas férricas. 

Por otro lado, el estudio de la reacción de los donores de HNO con las MnIII porfirinas 

sugiere una posible utilización de las mismas en ensayos de discriminación entre el HNO 

y el NO en un medio fisiológico. Esta posibilidad se basa en la alta eficiencia y velocidad 

de reacción de las mismas frentes al HNO y la ausencia de reactividad de las mismas 

frente al NO.   

Determinación de la afinidad por oxígeno 

De los tres ligandos pequeños capaces de reaccionar con las hemoproteínas, (O2, CO y 

NO),  el oxígeno molecular es el más abundante y a su vez el que posee la menor afinidad 

por el grupo hemo libre. En este contexto, la regulación de la afinidad por el O2 es 

entonces uno de los determinantes claves para la función y relevancia fisiológica de una 

hemoproteína. Utilizando una combinación de métodos de dinámica molecular, para 

determinar las conformaciones o estructuras relevantes, junto con cálculos híbridos QM-

MM de la energía de unión del oxígeno para un grupo de hemoproteínas seleccionadas, 

hemos podido analizar las bases moleculares que determinan la afinidad por oxígeno. El 

estudio comparativo de los ejemplos cuidadosamente seleccionados mencionados en el 

Capítulo 4, sumado al estudio sistemático de mutaciones puntuales, nos permite clasificar 

los mecanismos de regulación de la afinidad en tres grupos:  

El primero y mas relevante es el efecto distal. La presencia de aminoácidos 

donores de puentes de hidrógeno (tirosina, histidina y glutamina principalmente) permite, 

debido a la densidad negativa que adquiere el O2 coordinado al Fe, formar una unión de 
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puente de hidrógeno entre el oxígeno y el aminoácido distal, tal que la interacción 

oxígeno-proteína se ve incrementada significativamente. El incremento neto en la 

afinidad dependerá del número y naturaleza de los puentes de hidrógeno. El segundo 

efecto, es el que depende de la interacción de la histidina proximal con el complejo 

oxigenado. Este efecto es más sutil y difícil de predecir que el primero. En este caso, el 

aumento de la afinidad se debe a un incremento en la energía de unión Fe-O2, modulada 

por la histidina proximal. Hemos podido detectar tres formas a través de las cuales las 

proteínas modulan la interacción de la histidina proximal con el Fe. Estas son: la 

densidad de carga disponible en el anillo imidazólico, la posición rotacional de la 

histidina y la distancia de la misma al plano porfirínico. La maximización de la energía 

de unión Fe-O2 se logra con una histidina con una densidad de carga intermedia, debido a 

la interacción por puente de hidrógeno del H-  con un carbonilo, ubicada en una posición 

rotacional alternada respecto a los nitrógenos porfirínicos y lo más cercana posible al 

plano porfirínico. El tercer efecto, es un efecto dinámico y se debe a la existencia de 

múltiples conformaciones con diferente afinidad que pueden coexistir en equilibrio 

térmico. En estos casos la afinidad neta será un promedio pesado por las poblaciones 

relativas de la afinidad de cada una de las conformaciones relevantes.  

¿Cómo detectar NO en un ambiente aeróbico? 

Como ya mostramos en el Capítulo 4, las hemoproteínas poseen un amplio rango de 

reactividad frente al oxígeno, esto no es para nada sorprendente si se considera que 

muchísimas hemoproteínas deben vivir en un medio aeróbico, lo que tal vez si sea 

sorprendente es que existen hemoproteínas capaces de detectar y responder a la presencia 

del NO en este tipo de entorno. La proteína que realiza esta función en los mamíferos es 

la guanilato ciclasa soluble. Debido a que su estructura es desconocida existe mucha 

especulación sobre los mecanismos moleculares que le permiten realizar su función. En 

el Capítulo 5 hemos estudiado la capacidad de reaccionar con NO, O2 y CO de citocromo 

C de Alcaligenes xyloxidans, una proteína que posee similitudes reactivas y 

espectroscópicas con la sGC. Los resultados muestran que la ausencia de un residuo 

donor puente de hidrógeno en un sitio distal estéricamente desfavorable evitan o 

dificultan la unión del oxígeno. La presencia de una histidina distal débilmente unida al 
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Fe y la existencia de una conformación estable con la histidina separada del hierro, 

permiten que el efecto trans negativo del NO rompa la unión Fe-His generando una 

proteína 5c-NO, con el sitio proximal vacante. Alternativamente, hemos mostrado que un 

segundo NO es capaz de catalizar la ruptura del enlace Fe-His, en el complejo His-Fe-

NO. El estudio termodinámico y cinético de las reacciones mencionadas concuerda con el 

modelo planteado en base a los datos experimentales, y permite una mayor comprensión 

de las bases físico-químicas que permiten que el NO sea un eficiente mensajero 

biológico. Por último, el estudio comparativo con los complejos de CO y O2, permite una 

comprensión mayor de los mecanismos de discriminación de las hemoproteínas por estos 

ligandos.  

La simulación computacional como un método emergente para el estudio de las 

hemoproteínas.  

Como ya mencionamos en la introducción, para comprender el funcionamiento de las 

hemoproteínas es necesario conocer primero la reactividad intrínseca del grupo hemo. 

Este conocimiento es el punto de partida para comprender cómo la naturaleza utiliza a la 

matriz proteica para la regulación fina de la reactividad del hemo con el objetivo de 

cumplir una determinada función. Para esto se han realizado numerosos estudios 

experimentales con una gran variedad de técnicas de la reactividad de porfirinas aisladas. 

La comparación de estos resultados, con los obtenidos para las mismas reacciones en 

diferentes proteínas y sus mutantes, sumado al conocimiento de las estructuras proteicas, 

se ha convertido en la ruta a seguir en el estudio de la relación estructura-función de las 

hemoproteínas. Por otro lado, como también hemos mencionado, en la última década los 

métodos de simulación computacional, tradicionalmente utilizados como herramientas 

complementarias de los datos experimentales, han aportado resultados independientes del 

experimento con relativo éxito en una variedad de ejemplos. En la actualidad estos 

métodos permiten por ejemplo obtener información que en muchos casos resulta 

inaccesible por los medios experimentales conocidos. En el caso de las hemoproteínas los 

estudios por simulación computacional tradicionalmente se centraron en dos aspectos 1- 

el cálculo de la estructura electrónica de complejos porfirínicos con diferentes ligandos 

aislados en vacío, y 2- cálculos de dinámica molecular para comprender la dinámica de la 
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proteína. En este contexto, muchas de las técnicas de simulación utilizadas en la presente 

tesis (principalmente el método QM-MM) han sido desarrolladas y puestas a punto para 

el cálculo de propiedades relevantes de las hemoproteínas que permiten una mejor 

comprensión de la relación estructura-función de las mismas. A lo largo de esta tesis 

hemos demostrado cómo el estudio sistemático de proteínas mutantes (Capítulos 4 y 5) o 

sistemas modelos virtuales (Capítulo 4) permite obtener una mejor compresión de los 

factores que determinan las características reactivas en cuestión (afinidad por oxígeno, 

reactividad frente al NO, etc.).    

Perspectivas futuras  

La ubicuidad de las globinas y su diversidad funcional  

En los últimos diez años la super familia de las hemoglobinas ha crecido de manera 

significativa por el añadido de por ejemplo un nuevo grupo de proteínas denominadas 

hemoglobinas truncadas (trHbs) . El nombre se debe a que poseen un tamaño entre un 20 

a 30% menor al de las globinas. Los proyectos de  secuenciación de genomas completos 

para todo tipo de organismos, permitieron  identificar TrHbs en eubacterias, 

cianobacterias, eucariotas unicelulares y plantas superiores.1 Muchos de estos organismos 

son patógenos, y sus pequeños genomas sugieren un rol crucial para cada una de las 

proteínas que codifican. Por otro lado los proyectos geonómicos de organismos 

superiores han permitido encontrar nuevos miembros de la familia de las globinas aún no 

caracterizadas completamente. Por ejemplo las denominadas citoglobina y neuroglobina2 

descubiertas en mamíferos o la hemoglobina descubierta en Drosophila. La clonación y 

caracterización bioquímica de todas y cada una de estas hemoproteínas con el objetivo de 

determinar su función es una tarea ciclópea y costosa.  

Por tal razón una comprensión detallada de la relación estructura-función en 

hemoproteínas puede ser un factor clave al momento de proponer hipótesis sobre la 

función de estas nuevas proteínas, y permitir una mejor elección del sistema 

experimental. Por otro lado el poder predictivo de los métodos teóricos presentados en el  

presente trabajo puede complementar, acotar o incluso dirigir los esfuerzos 
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experimentales, ayudando a poder comprender mejor el funcionamiento de estos 

sistemas.3   
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