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RESUMEN 
 

La dopamina 𝛽 monooxigenasa (DβM) es una enzima que cataliza la reacción de 

hidroxilación desde dopamina (DP) a norepinefrina (NP). Esta conversión tiene 

relevancia biológica debido a que la desregulación de estos neurotransmisores (DP y 

NP) ha sido asociada a diferentes enfermedades neurológicas o enfermedades 

relacionadas con la presión arterial, por ejemplo, altas concentraciones de DP han sido 

asociadas a hipotensión, y un aumento de la concentración de NP ha sido asociada a 

hipertensión. En este contexto, entender el mecanismo de las etapas que determinan la 

conversión DP → NP es muy relevante y puede conducir a avances sustantivos en el 

tratamiento de diversas enfermedades donde el equilibrio DP ⇄ NP se ve alterado.  

La DβM presenta un centro de cobre como sitio activo que captura oxígeno molecular 

y activa un enlace C-H de la DP, la activación de este enlace es un paso crucial para 

que ocurra la hidroxilación de DP hasta NP. En este trabajo se analizan a profundidad 

los dos primeros pasos elementales de este mecanismo: la oxigenación de la enzima 

DβM y la activación del enlace C-H necesaria para la transferencia del átomo de 

hidrógeno (Hydrogen atom transfer, HAT) desde el carbono 𝛽 de la DP hasta el 

superoxo previamente formado en el sitio catalítico luego de la captura de una molécula 

de oxígeno. Entonces, el primer paso consiste en la interacción de oxígeno molecular 

con el complejo de cobre CuI
M en la enzima DβM para formar un superoxo de cobre 

CuII
M(𝑂2·−). El segundo paso de la reacción es la HAT desde la DP al complejo 

superoxo en la enzima catalizadora DβM para formar un intermediario hidroperoxo y 

el radical dopamina.  

En esta tesis, se realizó una caracterización teórica detallada de la HAT usando dos 

conformaciones de la DP que conducen a cuatro posibles reacciones de HAT, dos de 

las cuales condujeron al enantiómero producido por la enzima. En las dos reacciones 

que conducen al enantiómero correcto se estudió el efecto del solvente mediante un 

modelo continuo polarizable. Se encontró que un enlace de hidrógeno entre la DP y el 

complejo superoxo en la enzima catalizadora DβM, fortalece la interacción enzima-

sustrato y facilita la HAT, la cual toma lugar selectivamente para dar la forma 

enantiomérica del producto deseado. Las cuatro reacciones que llevaron al 

intermediario hidroperoxo fueron analizadas usando herramientas teóricas y 

computacionales con el fin de identificar el mecanismo más probable. El análisis de la 

fuerza de reacción demostró que la naturaleza de la energía de activación es 

principalmente de tipo estructural y es debida al acercamiento de las especies para así 

facilitar la HAT. Por otra parte, el análisis del flujo electrónico de reacción reveló que 

la actividad electrónica que conduce la reacción es iniciada por efectos de polarización, 

seguida de efectos de transferencia y finalizada nuevamente con efectos de 

polarización. Además, en la reacción más probable, la HAT toma lugar 
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concertadamente y con actividad electrónica que ocurre de manera no-espontánea 

inducida por fuertes cambios estructurales. 

También analizamos en este trabajo de tesis, un mecanismo alternativo propuesto 

recientemente, que plantea la posibilidad de que la HAT al superoxo se lleve a cabo 

desde el ascorbato, en lugar de la DP. Esta reacción presenta una menor barrera de 

energía libre de Gibbs, por lo que se espera que estudios experimentales puedan 

corroborar estos resultados.  
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ABSTRACT 
 

Dopamine 𝛽 monooxygenase (DβM) is an enzyme that catalyzes the hydroxylation 

reaction from dopamine (DP) to norepinephrine (NP). This conversion has biological 

relevance because deregulation of these neurotransmitters (DP and NP) has been 

associated with different neurological or blood pressure diseases, for example, high DP 

concentrations have been linked to hypotension, and an increase in NP concentration 

has been associated with hypertension. In this context, understanding the mechanism 

of the steps that determine the DP → NP conversion is relevant and can lead to 

substantive advances in treating various diseases where the DP ⇄ NP balance is altered. 

DβM has a copper center as an active site that captures molecular oxygen and activates 

a C-H bond of DP, the activation of this bond is a crucial step for the hydroxylation of 

DP to NP.  In this work, the first two elementary steps of this mechanism are analyzed 

in-depth: the oxygenation of the enzyme DβM and the activation of the C-H bond 

necessary for the transfer of the hydrogen atom (Hydrogen atom transfer, HAT) from 

the carbon 𝛽 of the DP to the previously formed superoxo at the catalytic site after the 

capture of an oxygen molecule. Therefore, the first step studies the interaction of 

molecular oxygen with the copper complex CuI
M  in the enzyme DβM to form a copper 

superoxo CuII
M(𝑂2·−). The second step in the reaction is HAT from DP to the superoxo 

complex on DβM to form a hydroperoxo intermediate and the dopamine radical. 

In this thesis, a detailed theoretical characterization of HAT was performed using two 

DP conformations leading to four possible HAT reactions, two of which led to the 

enantiomer produced by the enzyme. In the two reactions that lead to the correct 

enantiomer, the effect of the solvent was studied using a polarizable continuum model. 

It was found that a hydrogen bond between DP and the superoxo complex in the 

enzyme catalyst DβM strengthens the enzyme-substrate interaction and facilitates 

HAT, which takes place selectively to give the enantiomeric form of the desired 

product. The four reactions that led to the hydroperoxo intermediate were analyzed 

using theoretical and computational tools to identify the most probable mechanism. 

The reaction force analysis showed that the nature of the activation energy is mainly 

structural because of the approach of the species to facilitate HAT. On the other hand, 

the reaction electron flux analysis revealed that the electronic activity driving the 

reaction is initiated by polarization effects, followed by transfer effects, and terminated 

again by polarization effects. Furthermore, in the most likely reaction, HAT takes place 

in concerted and with electronic activity occurring non-spontaneously induced by 

strong structural changes. 

In this thesis work, we also analyze a recently proposed alternative mechanism, which 

raises the possibility that HAT to superoxo is carried out from ascorbate, instead of DP. 
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This reaction presents a lower Gibbs free energy barrier, so it is expected that 

experimental studies can corroborate these results. 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. DOPAMINA 𝜷-MONOOXIGENASA: DEFINICIÓN E IMPORTANCIA  
 

La dopamina 𝛽-monooxigenasa (DβM) o dopamina 𝛽-hidroxilasa  (DβH) es una 

enzima vesicular que cataliza la reacción de hidroxilación desde dopamina (DP) a 

norepinefrina (NP) en la ruta biosintética de las catecolaminas.  

 
Figura 1: Reacción de hidroxilación de la dopamina a norepinefrina catalizado por 

la DβM 

Esta ruta sintética es considerada fundamental en el organismo porque controla y regula 

la concentración de DP, NP y otros neurotransmisores derivados que son esenciales en 

diferentes procesos fisiológicos [1]. 

Se ha reportado que la liberación de NP es mínima en el descanso y se eleva durante el 

desvelo, pero su máximo se presenta durante situaciones de estrés o peligro [2,3]. 

Desregulación en estos compuestos, ha sido vinculada con diferentes enfermedades 

que incluyen la hipertensión arterial, depresión, ansiedad, enfermedad de Parkinson, 

enfermedad de Alzheimer, trastorno por déficit de atención con hiperactividad, 

drogadicción, entre otros [4].  

Dentro de las principales causas de la desregulación de estos sistemas se encuentra el 

déficit de la funcionalidad de la DβM que es originada por la alteración en la actividad 

enzimática conllevando a un descontrol de la actividad catalítica. Altas concentraciones 

de DP han sido asociadas a hipotensión, y un aumento de la concentración de NP ha 

sido asociada a hipertensión. También, se ha encontrado que el aumento en la 

concentración de DP de las personas que sufren de déficit de DβM es igual a la 

reportada en pacientes con depresión, esquizofrenia y migrañas [5–7]. Incluso se ha 

reportado que la ausencia de la funcionalidad de DβM causadas por alteraciones en el 

gen de DβM, produce la muerte del feto en el útero de biomodelos [8]. 

Gracias a la relevancia biológica de esta enzima, existe un gran número de estudios 

sobre su funcionamiento, sin embargo, su mecanismo de hidroxilación ha sido difícil 

de elucidar y diferentes propuestas han sido debatidas durante años. La principal 

dificultad para entender el mecanismo de hidroxilación que realiza la DβM ha sido la 
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dificultad en la caracterización y la captura experimental de los intermediarios del 

mecanismo de reacción [9,10].  

La DβM es una enzima que está clasificada dentro de las enzimas monooxigenasas 

binucleares de cobre (MBC) [11]. Para conocer más sobre el mecanismo de la enzima 

DβM, se presentará la información disponible en la literatura sobre el mecanismo de 

las MBC. En este proyecto de investigación, se examinará detalladamente el 

mecanismo de hidroxilación propuesto para las MBC y se aplicará en la conversión de 

DP a NP. La próxima sección describirá las MBC y su mecanismo de hidroxilación. 

 

1.2. MONOOXIGENASAS BINUCLEARES DE COBRE (𝐌𝐁𝐂) 
 

Las monooxigenasas binucleares de cobre son una clase de enzimas activantes de 

oxígeno que contienen dos átomos de cobre, estas enzimas están involucradas en la 

hidroxilación regio y estereoespecífica de enlaces C − H  en compuestos 

fisiológicamente importantes. Las MBCs son esenciales porque permiten controlar la 

síntesis de neurotransmisores y hormonas en el organismo [12–15]. Dentro de estas 

enzimas, se encuentran la dopamina β-monooxigenasa (DβM), la tiramina β-

monooxigenasa (TβM) y la peptidilglicina α-hidroxilasa (PHM) que se caracterizan 

por presentar un núcleo catalítico con dos átomos de cobre no acoplados.  

Las funciones fisiológicas de estas enzimas son diferentes, sin embargo, presentan alta 

similitud estructural entre ellas, lo que hace que la reacción de hidroxilación proceda 

por un mecanismo similar [10]. La TβM presenta un 39% de identidad y un 55% de 

similitud y la PHM muestra un 32% identidad y un 40% de similitud de secuencia con 

respecto a DβM [16].  De igual forma, fue reportado que el núcleo catalítico es similar 

entre estas tres enzimas (25-88%) (Anexo 1) [17]. 

El núcleo catalítico de las MBC está compuesto por dos dominios de cobre, cada 

dominio contiene un átomo de cobre, conocidos como  CuH y CuM (alternativamente 

llamados CuA y CuB) [16] . La Figura 2 muestra el sitio activo de las MBC constituido 

por los dos átomos de cobre, cada uno con diferente entorno de coordinación. El CuM 

tiene una coordinación tetraédrica, está enlazado a una metionina, dos histidinas y una 

molécula de agua [20,21], y es el lugar donde se activa el oxígeno, funcionaliza el 

enlace C-H [22] e hidroxila el sustrato. En cambio, el CuH está rodeado de tres 

histidinas y es la zona donde ocurre la transferencia electrónica (TE) por lo que es 

considerado el regulador electrónico de la reacción [23]. Debido a que los dos átomos 

de cobre se encuentran separados por ~12 Å y no se ha encontrado evidencia de 

ligandos puente entre ellos, estos cobres no presentan acoplamiento magnético ni 

electrónico.  
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Las reacciones de hidroxilación de las MBC, se llevan a cabo en este único sitio activo 

[24–26] empleando oxígeno molecular y un donor de electrones (ascorbato) como 

cofactor. 

Figura 2: Esquema representativo del sitio activo de la enzima 𝐃𝛃𝐌. Coordenadas 

extraídas de  PDB-4ZEL [17] y graficadas en Pymol. 

El mecanismo de estas enzimas ha sido discutido por años debido a su importancia 

fisiológica, sin embargo, han existido dificultades que no han permitido elucidar el 

mecanismo exacto de hidroxilación. Estas dificultades son: la obtención de los cristales 

de las enzimas, la caracterización de los intermediarios de reacción y la dificultad de 

modelarlos teóricamente. En las últimas décadas, gracias a los avances experimentales 

y teóricos se ha logrado proponer modelos que permiten entender los pasos iniciales en 

el mecanismo de reacción [23–27]. 

Entre los resultados experimentales sobre el mecanismo de reacción, los estudios de 

rayos X, de Resonancia Paramagnética Electrónica (EPR, por sus siglas en inglés) en 

los átomos de cobre y los estudios de oxidación del ascorbato permitieron inferir 

información sobre la etapa inicial donde se activan las monooxigenasas, Figura 3. 

Inicialmente las monooxigenasas se encuentran con los átomos de Cu en estado de 

oxidación II, sin embargo al estar en contacto con el ascorbato del medio vesicular 

ocurre una transferencia de electrones desde el ascorbato a la enzima, reduciendo los 

dos centros de cobre desde Cu (II) a Cu (I) [28–31].  
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También, se destacan los estudios experimentales de Klinman y Miller sobre los efectos 

isotópicos cinéticos primarios que jugaron un papel importante en establecer que el 

sustrato (dopamina) y el oxígeno se unen a la enzima y posteriormente ocurre el 

rompimiento irreversible del enlace C-H desde la dopamina [14,32,33].  

De los estudios experimentales, el hallazgo más relevante fue realizado por Amzel y 

colaboradores en el 2004. Estos investigadores encontraron una estructura ternaria en 

un cristal de una MBC (la enzima PHM), formada por una molécula de oxígeno 

molecular enlazada de forma monodentada al CuM y con el sustrato muy cerca de este 

sitio. La Figura 4 muestra esta estructura que ha sido llamada complejo precatalítico 

[29].  

  

Figura 4: (a) Complejo precatalítico encontrado en la enzima PHM. Este complejo 

está formado por: el centro de 𝐂𝐮𝐌 (𝐇𝐢𝐬𝟐𝟒𝟐, 𝐇𝐢𝐬𝟐𝟒𝟒 𝐲 𝐌𝐞𝐭𝟑𝟏𝟒), el oxígeno unido 

al cobre y el sustrato (péptido IYT) cercano al oxígeno. (b) Estructura del sitio del 

enlace de dioxígeno. La coordinación del oxígeno al 𝐂𝐮𝐌 es monodentada. Figuras 

tomadas desde Sean T. Priggle et al. Science 2004; 304: 864-867.  

 

La investigación de Amzel y colaboradores es significativa porque caracteriza el primer 

intermediario en el mecanismo de estas reacciones, indicando el sitio de unión del 

 

Figura 3: Transferencia de dos electrones desde el ascorbato a la enzima. Dos 

moléculas de ascorbato se oxidan en 2 moléculas de radical ascorbato liberando 2 

electrones que son capturados por los dos Cu(I) de la enzima. 

(a) (b) 
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oxígeno en la enzima y proponiendo la formación de un superóxido de cobre (II). 

Amzel y colaboradores, también comprueban que este intermediario no es formado 

cuando la enzima está oxidada (los dos átomos de cobre, CuM y CuH, se encuentran en 

estados de oxidación (II)) o cuando la enzima esta reducida en ausencia de sustrato 

[29,31]. Por lo tanto, se plantea que la unión del sustrato a la enzima ocurra antes que 

la unión de oxígeno al cobre [16]. Estos requisitos revelan el control en la unión y la 

activación de oxígeno para catalizar solo las especies de interés y evitar la producción 

de especies dañinas de oxígeno.  

Con estos resultados experimentales fue posible establecer la secuencia de los pasos 

iniciales en el mecanismo general para las MBC. En primer lugar se lleva a cabo la 

reducción anaeróbica de los dos átomos de cobre (II) a cobre (I) por dos moléculas de 

ascorbato (donor de electrones) [34], que conlleva a la enzima reducida, (los dos 

átomos de cobre CuM y CuH en estados de oxidación (I)) y dos moléculas de radical 

ascorbato [31]. Luego, la enzima reducida enlaza al oxígeno y el sustrato, formando un 

complejo ternario o complejo precatalítico que permite realizar la abstracción del 

átomo de hidrógeno desde el sustrato.  Debido a la falta de evidencia experimental, se 

desconoce los siguientes intermediarios y pasos de reacción, sin embargo, es aceptado 

que el CuH se oxida para realizar finalmente la hidroxilación del sustrato y la 

regeneración de la enzima [16,35–40].  

Con esta información, fue posible proponer que estas monooxigenasas operan por un 

mecanismo de dos electrones que eran transferidos controladamente en dos pasos 

diferentes de la reacción. En un primer paso, cuando el oxígeno se enlaza al CuM  

generando la reducción del oxígeno y la oxidación del CuI
M, y en un segundo paso, en 

la transferencia de 1 electrón desde el CuI
H al CuM [41].  

A la luz de estos resultados experimentales, diferentes estudios teóricos fueron 

proponiendo el ciclo catalítico completo de estas enzimas. Uno de los más recientes, 

es el mecanismo de Solomon y colaboradores en 2016, que utilizan un modelo 

representativo de estas enzimas y estudian el mecanismo mediante cálculos basados en 

la teoría funcional de la densidad (DFT) [9,29]. La Figura 5 muestra un diagrama 

energético con los pasos de la reacción descrito por Solomon y colaboradores en donde 

se resaltan: la unión del oxígeno molecular, la abstracción de un átomo de hidrógeno, 

la transferencia electrónica acoplada a protón y la liberación del producto en una MBC. 

El mecanismo inicia desde un centro reducido de CuI
M que sufre una oxidación 

mediante la coordinación monodentada del oxígeno para formar un radical superóxido 

CuII
M (η1 − O2·−). En este paso, el CuI

M se oxida a CuII
M cediendo 1 electrón al 

oxígeno el cual se reduce a superóxido. Esta especie ha sido propuesta como la 

responsable de la abstracción del átomo de hidrógeno desde el sustrato. 
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En la reducción del oxígeno molecular a superoxo, el oxígeno se puede coordinar al 

cobre de manera monodentada o bidentada. Para entender la coordinación del oxígeno, 

Solomon y Fujisawa [42] propusieron optimizar teóricamente dos complejos modelos 

de estas enzimas. En sus resultados encontraron que, en el superoxo con la 

coordinación bidentada, cada oxígeno presenta un carácter del 32% del orbital LUMO 

y en la coordinación monodentada el oxígeno distal presenta un carácter del 49% del 

orbital LUMO. Por lo tanto, el oxígeno unido de forma monodentada está más activado 

para la abstracción del átomo de hidrógeno [41].  

 

 
Figura 5: Mecanismo de mínima energía propuesto por Solomon y colaboradores 

para los pasos de la hidroxilación del sustrato formilglicina en la 𝐏𝐇𝐌. Los valores 

de energía libre ∆𝑮∘ 𝒚 ∆𝑮≠ están en kcal/mol a 298 K. Figura tomada desde Ryan E. 

Cowley et al. PNAS 2016;113:43:12035-12040. 

 

Un mecanismo alternativo planteaba la reducción del oxígeno por dos electrones hasta 

hidroperoxo de cobre [9]. Sin embargo, los estudios teóricos y espectroscópicos de 

Solomon y Fujisawa, fueron relevantes para descartar la formación del hidroperoxo 

[10]. Se creía que la especie hidroperoxo realizaba la abstracción del átomo de 

hidrógeno desde sustrato. Sin embargo, los estudios de orbitales moleculares fronteras 

sobre un complejo modelo de cobre [42], describió un orbital LUMO con un carácter 

del 2% en el oxígeno distal y un 17% en el oxígeno proximal, lo que indicó que esta 

especie no estaba activada para la abstracción del átomo de hidrógeno. Estudios 

adicionales sobre la coordenada de reacción evaluaron la reducción de oxígeno por 1 ó 

2 electrones.  La reducción de oxígeno por dos electrones para generar el intermediario 

hidroperoxo CuM(II) − OOH presentó una barrera de activación mayor a 40 kcal/mol 

[43]. En cambio, la reducción de oxígeno por un electrón para generar una especie 

superoxo presentó una barrera de activación de aproximadamente 20 kcal/mol, que es 

consistente con los resultados experimentales [16].  

 

La formación de la especie superoxo de cobre (II) ha sido respaldada por el complejo 

precatalítico encontrado  por Amzel y colaboradores [29], la consistencia con las 

señales EPR [44] y ha sido confirmada por varios compuestos sintéticos modelos de 

las MBC [27,45]. Además, su capacidad para abstraer un hidrógeno ha sido probada 
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mediante un estudio en el 2021, donde un nuevo modelo de superoxo para las MBCs 

fue reportado con reactividad para reacciones de HAT [23].  

Se ha encontrado que una coordinación monodentada del oxígeno al cobre está 

correlacionada con una multiplicidad triplete. Como se observa en la Figura 6 a, el 

origen de esta multiplicidad triplete viene dada porque un orbital 𝜋𝜎
∗  del superoxo se 

superpone con un orbital 𝑑𝑧2 del Cu (II) para generar un orbital 𝜎 de enlace (𝑑𝑧2 + 𝜋𝜎
∗ ) 

y uno 𝜎 de antienlace (𝑑𝑧2 − 𝜋𝜎
∗ ), dejando el segundo orbital 𝜋𝑣

∗ del superoxo no 

enlazado [27]. Cuando la diferencia energética entre el orbital 𝜋𝑣
∗ y el orbital 𝜎 de 

antienlace (𝑑𝑧2 − 𝜋𝜎
∗ ) es pequeña, estos dos orbitales estarán semi ocupados para 

generar una multiplicidad triplete. 

 

 

Figura 6: (a) Diagrama de orbitales moleculares para el complejo triplete 

𝐶𝑢𝐼𝐼
𝑀 (η1 − 𝑂2·−). (b) Orbital molecular frontera LUMO para la PHM. Figuras 

tomadas desde Ryan E. Cowley et al. PNAS 2016; 113:43:12035-12040. 

 

El enlace 𝝈  débil entre el oxígeno del superoxo y el cobre no supera la energía para un 

giro de espín. Entonces, un orbital semivacío πv
∗   localizado principalmente en el 

oxígeno distal del superoxo, con una contribución del 49% al orbital LUMO, está 

activado para realizar la HAT sobre el sustrato (Figura 6 b) [46].  

Esta información fue evidencia suficiente para aceptar que el oxígeno se coordinaba de 

forma monodentada al sitio de cobre, manteniéndose activado para realizar la 

transferencia de hidrógeno sobre el sustrato.  

Siguiendo con el mecanismo de Solomon (Figura 5), una vez que se obtiene la especie 

superoxo de cobre (II), ocurre la abstracción de un átomo de hidrógeno del sustrato 

[29,38,47]. El electrón transferido en este proceso se aloja en el orbital molecular 𝜋𝑣
∗   

generando así el hidroperoxo de cobre (II) y un radical del sustrato. La barrera 

calculada para la HAT desde el sustrato formilglicina fue de ∆G≠=22,2 kcal/mol. Este 

valor encontrado es similar al presentado por el complejo LPheCuO2 que presenta una 

(b) (a) 
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barrera experimental para la HAT de 20,4 kcal/mol [48] y al modelar este complejo 

con la metodología B3LYP, la barrera es de 28,2 kcal/mol.  

De acuerdo con el mecanismo de Solomon, el hidroperoxo formado en el proceso de 

HAT se reorganiza coordinándose de forma bidentada al cobre para favorecer la 

siguiente etapa de reacción que consiste en el reenlace del radical del sustrato 

(Sustrato·) al oxigeno no protonado (oxigeno proximal) del complejo de cobre  

CuII
M (OOH) para formar el CuII

M (OH)(OSustrato·). Éste es el paso determinante de 

la reacción y la barrera energética global obtenida desde estos cálculos teóricos es de 

∆𝐺 =31,7 kcal/mol, valor que se debe comparar con la barrera obtenida desde la 

constante de velocidad de la reacción para PHM, que es de 17 kcal/mol [9,16].  

Posteriormente, se propone que dos reacciones sean llevadas a cabo simultáneamente: 

i) la TE desde el  CuI
H hasta el CuII

M [10] y ii) la PCET al CuII
M (OH)(O·Sustrato). 

En la primera semi reacción los átomos de cobre se encuentran separados y el 

acoplamiento entre ellos es muy bajo por lo tanto se considera que la segunda semi 

reacción es la fuerza impulsora para la primera semi reacción. Solomon y 

colaboradores estudiaron varias TE y PCET desde el CuI
H a diferentes especies de 

CuII
M/O2

− [49,50] y encontraron que la vía más favorable es la PCET al 

CuII
M (OH)(O·Sustrato) con un ∆G∘=-14,9 kcal/mol y una kET = 10 s−1 [9]. Esta  

PCET genera una especie CuII
M (OH2)(OSustrato) que finalmente conduce a una 

transferencia intramolecular protónica CuII
M (OH)(HOSustrato) seguida de la 

liberación del producto hidroxilado desde de la enzima  [9].  

 

De acuerdo con el mecanismo de Solomon, la separación de los dos átomos de cobre 

en las  MBC y la diferencia en los dos entornos de coordinación genera una reacción de 

hidroxilación con un control estricto para evitar reacciones colaterales en el organismo.   

 

Como ha sido mencionado, las MBC presentan estructuras similares que conlleva a 

cinéticas similares y por lo tanto a mecanismos similares. Sin embargo, con los 

recientes estudios cristalográficos se han encontrado algunas diferencias estructurales 

que permite analizar el mecanismo de reacción. Un estudio reciente sobre la estructura 

cristalográfica de DβM realizado por Vendelboe en 2016 [17] encontró dos sitios 

catalíticos en la enzima: una conformación abierta de los átomos de Cu a una distancia 

de ~14 Å característica de este tipo de enzima y una conformación cerrada con los 

átomos de Cu a 4-5 Å de distancia, conformación no observada en ninguna MBC. En la 

siguiente sección, se estudia y describe la estructura cristalográfica de la enzima DβM.  
 

1.3. ESTRUCTURA CRISTALOGRÁFICA DE LA 𝑫𝜷𝑴 
 

En el año 2016, Vendelboe y colaboradores reportaron la primera estructura 

cristalográfica de la forma dimérica de la DβM humana [17]. En la Figura 7 se detalla 

la estructura tridimensional de la DβM y los dominios que la conforman. La forma 
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dimérica presenta dos cadenas: La cadena A y la cadena B [48]. Cada una presenta tres 

dominios: el dominio DOMON, el dominio CuH y el dominio CuM (ver Figura 7 a). 

Estas cadenas están conectadas mediante el dominio dimerización que es asimétrico y 

genera que la organización de los núcleos catalíticos (dominio CuM y dominio CuH) de 

cada cadena sea diferente. En la cadena A, se origina una conformación cerrada (ver 

Figura 7 b) en donde la distancia interatómica entre los dos cobres es aproximadamente 

entre 4 − 5 Å.  En la cadena B, se origina una conformación abierta donde los átomos 

de CuM y CuH están a ~14 Å [17].  

 

 

Figura 7: Estructura de la DβM humana. (a) Estructura tridimensional de la DβM y 

sus dominios. (b) Conformaciones de los dos sitios activos de la enzima. La 

conformación cerrada puede observarse en la cadena A y la conformación abierta 

puede detallarse en la cadena B. Figuras tomadas desde Vendelboe et al. Sci. Adv. 

2016; 2: e1500980.  

El hallazgo de una conformación cerrada en el núcleo catalítico de la DβM formula una 

pregunta importante: ¿Cuál es el rol de esta conformación en el mecanismo de la 

reacción?  

Pese a que no se comprende la importancia funcional de este segundo sitio, se sugiere 

que la enzima podría modular el paso de acoplamiento mediante una flexibilidad 

conformacional para regular la sincronización de la segunda TE [41]. Algunos autores 

han planteado un posible mecanismo tipo flip-flop (ver Figura 8) en donde las dos 

subunidades se alternan entre una forma abierta y una forma cerrada. La forma abierta 

cargaría el sustrato y a medida que se van cerrando los dominios, la TE toma lugar para 

la liberación del producto y posterior regeneración de la enzima en una conformación 

cerrada [17]. Wang y colaboradores [15] en 2019 plantearon un mecanismo teórico que 

considera una transición entre las subunidades. 

(b) (a) 
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Figura 8: Mecanismo flip-flop propuesto para la 𝐃𝛃𝐌. La conformación abierta carga 

la dopamina y a medida que se van cerrando se va produciendo la reacción, la 

conformación cerrada facilita la 𝑻𝑬.  Figuras tomadas desde Vendelboe et al. Sci. Adv. 

2016; 2: e1500980. 

Una segunda teoría plantea que la conformación cerrada sea inactiva y la conformación 

abierta sea el sitio catalítico como ya se conoce. Esta teoría está apoyada sobre los 

estudios que demuestran que el núcleo catalítico de PHM es enzimáticamente activo 

en la fase cristalina, donde el movimiento entre dominios no es posible y por lo tanto, 

solo la conformación abierta es activa [30]. 

En este trabajo se plantea estudiar los dos primeros pasos del mecanismo de la 

hidroxilación de la DP a NP mediada por la DβM siguiendo el mecanismo general 

planteado por Solomon en 2016. Estos pasos son: i) la oxigenación de la enzima para 

formar la especie superoxo de cobre (II) y ii) La transferencia del átomo de hidrógeno 

desde la dopamina al complejo superoxo de cobre formado en el paso anterior. En esta 

investigación se estudian estos dos pasos en profundidad usando un modelo sencillo de 

la enzima DβM. Además, realizamos un estudio comparativo de la transferencia de 

hidrógeno cuando este se transfiere desde la dopamina o desde el ascorbato.  

En las siguientes secciones se describirán: la hipótesis general de este trabajo y el marco 

teórico empleado para estudiar estas reacciones.  
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1.4. HIPÓTESIS 
 

El mecanismo propuesto por Solomon y colaboradores [9] para la hidroxilación de un 

sustrato catalizado por las MBC, proporciona un modelo teórico realista que 

utilizaremos en este trabajo para investigar la reacción de DP a NP catalizada por la 

enzima DβM. 

 

Los factores físicos que gobiernan cada etapa elemental del mecanismo pueden ser 

dilucidados mediante el uso de las herramientas teóricas interpretativas como la fuerza 

de la reacción y el flujo electrónico de reacción además de otros índices locales como 

interacciones no covalentes, órdenes de enlace y cargas atómicas.  

 

 

1.5. OBJETIVOS 

1.5.1. OBJETIVO GENERAL 
 

El objetivo principal de este proyecto es verificar el mecanismo planteado por Solomon 

y colaboradores en la reacción de hidroxilación de DP a NP catalizada por la enzima 

DβM y dilucidar los factores físicos que la controlan. 

 

1.5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Optimizar y caracterizar los sistemas de forma independiente: Sustrato, 

Productos y el modelo simple del sitio activo de la enzima DβM. 

2. Optimizar y caracterizar las macromoléculas del mecanismo propuesto en este 

trabajo. 

3. Encontrar el estado de transición para cada etapa de la reacción en estudio. 

4. Estudiar el comportamiento de la enzima y del sustrato mediante el índice de 

interacciones no covalentes.  

5. Caracterizar el perfil de energía potencial de las reacciones involucradas para 

obtener los datos cinéticos y termodinámicos de cada proceso. 

6. Estudiar la fuerza de reacción y el flujo electrónico de las reacciones 

involucradas para obtener información estructural y electrónica relevante para 

entender el mecanismo de cada proceso. 

7. Determinar los factores que gobiernan las primeras etapas del mecanismo de la 

reacción y compararlas con los datos experimentales disponibles.  

8. Estudiar las conformaciones de la DP que interactúan con el sitio catalizador.  

9. Realizar una descomposición física y química del flujo en las reacciones de 

interés.  

10. Analizar la viabilidad de mecanismos de HAT alternativos al planteado por 

Solomon. 
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CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO Y METODOLOGÍA 
 

Con el fin de estudiar el mecanismo de hidroxilación en la DβM, la primera sección 

está basada en un análisis a los cálculos de la estructura electrónica que puedan ser 

aplicados a sistemas grandes y que incluyan modelos simples y representativos de la 

reactividad y la química enzimática.  

La segunda sección está enfocada en la superficie y el perfil de energía potencial que 

permite conectar reactantes, estados de transición y productos para describir la cinética 

y termodinámica de una reacción. Seguidamente, se definirá la fuerza de reacción que 

permite entender a detalle el mecanismo haciendo una partición racional de la energía 

y de la coordenada de reacción. Se continuará describiendo el flujo electrónico de 

reacción, que determina la actividad electrónica que tiene lugar durante la reacción, y 

finalmente se describirá la teoría detrás del índice de interacciones no covalentes. 

Adicionalmente, se utilizará el Potencial de Marcus [51] con el fin de evaluar su 

aplicabilidad en estas reacciones.  

 

2.1. CÁLCULOS TEÓRICOS DE LA ESTRUCTURA ELECTRÓNICA 

 

Empleando las metodologías teóricas y los recursos computacionales actuales es 

posible estudiar con mecánica cuántica sistemas medianamente grandes que incluyen 

metales de transición, la metodología teórico-computacional que se utilizó para 

estudiar el mecanismo de la reacción se entregan es esta sección.  

Los métodos químico-cuánticos más comunes para determinar la energía y la estructura 

electrónica de sistemas moleculares son las metodologías post-Hartree-Fock [52] y las 

metodologías basadas en la teoría funcional de la densidad (TFD) [53]. Existe un 

amplio rango de métodos de cálculo, sin embargo, la elección depende del tamaño del 

sistema y las objetivos de cada estudio. Debido a que los sistemas bioquímicos son 

moléculas grandes, las metodologías basadas en la TFD son las más accesibles. El 

funcional híbrido B3LYP es uno de los más populares, de bajo costo computacional y 

que incluyen un 20% del intercambio exacto que proviene del método de Hartree-Fock 

(HF) [27,54].  

Por otro lado, las funciones base son un conjunto de funciones matemáticas que se 

utilizan para describir la estructura electrónica de los átomos que conforman la 

molécula en estudio. El conjunto de funciones base es escogido de acuerdo con su 

precisión y costo computacional. Las funciones tipo Slater son las más exactas, sin 

embargo, es difícil resolver numéricamente las integrales bioelectrónicas para sistemas 

de tamaño grande, por tanto, funciones matemáticas similares, pero con mayor 



MARCO TEÓRICO Y METODOLOGÍA 

 

28 
 

facilidad de cálculo son usadas. Las funciones Gaussianas son ampliamente utilizadas 

debido a que representan adecuadamente bien a las funciones atómicas de Slater y su 

flexibilidad permite acelerar el cálculo en un factor cercano a 5 [55]. Adicionalmente, 

con el fin de incluir la polarización en los orbitales o una mayor extensión de los 

mismos es posible incluir funciones de polarización (denotadas con *) y funciones 

difusas (denotadas con +) [27,56].  En esta investigación el nivel de teoría empleado 

para todos los cálculos fue B3LYP/6-311G (d,p) [9,27].  

 

2.2. SUPERFICIES DE ENERGÍA Y FUERZA DE REACCIÓN 
 

La energía potencial (𝑬) de un sistema de N átomos se obtiene considerando la 

aproximación de Born-Oppenheimer al resolver la ecuación de Schrödinger para 3𝑁 −

6 coordenadas internas o variables de Jacobi (3𝑁 − 5  si es lineal) [57–59]. La 

variación de E es representada en una hipersuperficie que determina los posibles 

caminos de reacción [60,61].  

 

 

Figura 9:  Superficie de energía potencial para un sistema molecular. 

La superficie de energía potencial (SEP) representada en la Figura 9 muestra la 

variación de la energía de un sistema molecular al variar la distribución espacial de los 

átomos. En una reacción química, la SEP se analiza siguiendo el camino de mínima 

energía que conecta los reactantes (R) con los productos (P), y que pasa por un tercer 

punto llamado estado de transición (TS) (punto silla) obteniéndose un perfil de energía 
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potencial (PEP). El PEP, permite disminuir la complejidad y el costo computacional 

asociado al estudio de la hipersuperficie de energía que representa la reacción química. 

El método de la coordenada intrínseca de la reacción (IRC)  grafica el PEP que describe 

el camino de mínima energía con la que se conecta R y P pasando por un estado de 

transición a lo largo de la coordenada intrínseca de la reacción (ξ) y da información 

termodinámica y cinética asociada a la energía de la reacción (∆E°) y la barrera 

energética (∆E≠), respectivamente [56,62–64]. 

La SEP no brinda información sobre el mecanismo de reacción que está estrechamente 

ligado a los desplazamientos nucleares durante el transcurso de la reacción. Sin 

embargo, la fuerza de reacción F(ξ), una propiedad global del sistema que indica la 

evolución de la fuerza global que conduce una reacción química, permite obtener 

información crucial sobre el mecanismo de reacción y las energías (∆𝐸° 𝑦 ∆𝐸≠) en ella 

involucradas [65]: 

 
𝐹(𝜉) = − (

𝑑𝐸(𝜉)

𝑑𝜉
) (1) 

La F(ξ) divide la coordenada de reacción ξ en diferentes regiones en las cuales pueden 

ocurrir diferentes mecanismos de reacción. Una reacción química se entiende entonces 

como una secuencia de eventos químicos que conducen cambios estructurales y 

electrónicos que ocurren a lo largo de la coordenada de reacción. Las regiones definidas 

a partir de la fuerza de reacción permiten establecer límites entre los cuales los 

diferentes eventos químicos operan. Los límites de las regiones (Figura 10 b) 

representan los puntos críticos en el perfil de la fuerza de la reacción (PFR). Para una 

reacción química con un paso elemental y un TS que transcurre según el PEP de la 

Figura 10 a, la fuerza de la reacción representado en la Figura 10 b presenta dos puntos 

críticos: un mínimo en ξ1 antes del TS y un máximo en ξ2 después del TS. Entonces, 

tres regiones son delimitadas: la región de los reactantes (RR), del estado de transición 

(RTS) y la región de los productos (RP) cada una en el intervalo: ξR ≤  ξ ≤ ξ1;    ξ1 <

ξ < ξ2  y   ξ2 ≤ ξ ≤ ξP, respectivamente. Para reacciones más complejas que 

involucran varios pasos elementales, otras regiones deben ser definidas [66–74], una 

reacción que involucra n pasos elementales presentara (2n + 1) regiones de reacción, 

con n estados de transición y (n – 1) regiones de intermediarios además de las regiones 

de reactantes y de productos. 

Se ha comprobado que la RR está principalmente asociada a reordenamientos 

estructurales como deformación estructural y cambios geométricos que 

progresivamente llevan a los reactantes activados [75]. La RTS es caracterizada por 

reordenamientos electrónicos debido a la ruptura de enlaces desde los R y formacion 

de enlaces hacia los P. La RTS puede verse como un continuo de estructuras transientes, 

descripción que es congruente con un estado de transición definido 
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espectroscópicamente por Zewail y Polanyi, donde el TS se va formando mediante 

estructuras transitorias e inestables que incrementan la actividad electrónica [76,77]. 

Finalmente, la RP está asociada a relajaciones de tipo estructural que se reflejan en la 

disminución de la F(ξ) hasta alcanzar un valor cero en P.  

   

Figura 10: Perfiles genéricos de la energía (a) y la fuerza de reacción (b) para una 

reacción de un paso. Dos puntos críticos (𝝃𝟏 y 𝝃𝟐) en RF delimitan las regiones de 

reacción.   

El signo y la pendiente de la F(ξ) definen el mecanismo involucrado en la 

racionalización de la energía dividiendo la energía total del sistema [78,79]. Obtenida 

la F(ξ), es posible identificar el trabajo (W) requerido para cada proceso mediante la 

integral numérica que separa cada región [68,69,74,80–85].  

𝑊1 = − ∫ 𝐹(𝜉)𝑑𝜉 > 0
𝜉1

𝜉𝑅

 𝑊2 = − ∫ 𝐹(𝜉)𝑑𝜉 > 0
𝜉𝑇𝑆

𝜉1

 𝑊3 = − ∫ 𝐹(𝜉)𝑑𝜉 < 0
𝜉2

𝜉𝑇𝑆

 𝑊4 = − ∫ 𝐹(𝜉)𝑑𝜉 < 0
𝜉𝑃

𝜉2

 (2) 

 

A partir de la Ecuación (2) es posible observar que W1, W2, W3 y W4 representan los 

trabajos definidos en diferentes regiones y que permiten particionar las energías de 

activación y de reacción según:  

𝛥𝐸≠ = 𝐸(ξ
𝑇𝑆

) − 𝐸(ξ
𝑅

) =  𝑊1 + 𝑊2 y 𝛥𝐸° = 𝐸(ξ
𝑃

) − 𝐸(ξ
𝑅

) =  𝑊1 + 𝑊2 + 𝑊3 +

𝑊4 
(3) 

Los trabajos de reacción W1 y  W4 se vinculan básicamente con arreglos estructurales 

mientras que  W2 y W3 cuantifican la energía involucrada en reordenamientos 

electrónicos [67,72,75,80,84,86,87]. En este contexto es posible establecer la 

naturaleza física de ΔE≠ y ΔE° en términos de sus componentes estructural y 

electrónica: 

𝛥𝐸≠ = 𝑊1 + 𝑊2 =  𝛥𝐸𝑆
≠ + 𝛥𝐸𝑒

≠ y 𝛥𝐸° =  {𝑊1 + 𝑊4} + {𝑊2 + 𝑊3} =  𝛥𝐸°𝑆 +
 𝛥𝐸°𝑒 

(4) 

(a) (b) 
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Solomon y colaboradores entregan valiosa información acerca del mecanismo 

enzimático de la hidroxilación en términos de ΔE≠ y ΔE° para cada uno de los pasos 

involucrados en la reacción total de las MBC. Por nuestra parte, en este trabajo 

empleamos la PEP y la F(ξ)  para entender con mayor detalle los primeros pasos del 

mecanismo de hidroxilación de la DP a NP catalizada por DβM para lo cuál exploramos 

el camino de mínima energía que conduce a NP a partir de DP, se identificaron las 

etapas de la reacción y los resultados fueron racionalizados en términos de efectos 

estructurales y electrónicos en base a sus trabajos de reacción.  

La siguiente sección está enfocada en herramientas que permiten describir la actividad 

electrónica y las interacciones electrostáticas como el flujo electrónico de reacción y el 

índice de interacciones no covalentes, respectivamente.   

 

2.3. DFT Y REACTIVIDAD QUÍMICA 

 

A partir de la DFT (por sus siglas en inglés Density Functional Theory), la energía de 

un sistema se puede expresar en función al número de electrones (𝑁) y al potencial 

externo 𝑣(𝑟) debido a los núcleos, E = E[𝑁, 𝑣(𝑟)] [54,88,89]. La reactividad y la 

selectividad de un sistema molecular es evaluada mediante descriptores globales y 

locales que resultan de las derivadas de la energía con respecto al 𝑁 y a 𝑣(𝑟), 

respectivamente [90,91]. Entre las propiedades globales se encuentra el potencial 

químico (𝜇), la dureza global (𝜂), la electrofilia global (𝜔), entre otras [54,55,92–98]. 

El potencial químico electrónico (𝝁) surge de la ecuación de Euler-Lagrange asociada 

a la minimización de la funcional de la energía condicionada a que la integración de la 

densidad electrónica sea igual al número de electrones 𝑁 [54,65,91], formulas 

empíricas para 𝜇 y 𝜂 incluyen el potencial de ionización (I1) y la afinidad electrónica 

(A1) que a partir del teorema de Koopmans [92] se puede expresar en términos de la 

energía del orbital molecular ocupado de más alta energía (HOMO) y el orbital 

molecular desocupado de más baja energía (LUMO) [53–56]. En este trabajo nos 

interesamos especialmente en el potencial químico electrónico, dejando a la dureza y 

otros descriptores de reactividad en un segundo plano. Entonces el potencial químico 

viene dado por:  

𝜇 = [
𝜕𝐸

𝜕𝑁
]

𝑣(𝑟)
≈ −

(𝐼1 + 𝐴1)

2
≈

(𝐸𝐻 + 𝐸𝐿)

2
 (9) 

Al aplicar la aproximación de diferencias finitas [54] a la definición de potencial 

químico, se obtiene la expresión que involucra al potencial de ionización y a la 

electroafinidad. Si a esta última ecuación se aplica el teorema de Koopmans [92,93] se 

obtiene el potencial químico en términos de las energías de los orbitales moleculares 

de frontera. El potencial químico y el flujo electrónico de reacción serán utilizados para 
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entender la actividad electrónica de las reacciones y comprender la TE en el sitio 

catalítico.  

2.3.1 Flujo Electrónico de Reacción  

La derivada del potencial químico a lo largo de la ξ es definida como el flujo electrónico 

de reacción J(ξ), que permite medir la actividad electrónica que ocurre durante una 

reacción química [83,99–102]. El flujo electrónico de reacción es observado como un 

gradiente electrónico de la reacción a lo largo de ξ:  

 𝐽(𝜉) = − (
𝑑𝜇(𝜉)

𝑑𝜉
) (𝟏𝟎) 

Similar a la energía libre en termodinámica clásica, es posible señalar que cuando J(ξ) 

> 0 los reordenamientos electrónicos ocurren de forma espontáneamente y son 

conducidos por procesos de fortalecimiento y formación de enlaces; en contraste, 

cuando tenemos J(ξ) < 0 hay cambios de la densidad electrónica que son no 

espontáneos manejados por debilitamiento y ruptura de enlaces [68,69,79,83,96,102]. 

De esta forma, el J(ξ) es el índice que determinará la actividad electrónica durante la 

reacción global. Para caracterizar el o los átomos o grupo funcional responsable de la 

actividad electrónica observada, J(ξ) se complementa con el estudio de propiedades 

globales y locales como cargas, órdenes de enlace [103], función de Fukui [104,105] y 

el descriptor dual 𝑓(2)(𝑟), [104,106–108].  

2.3.1.1 Partición del Flujo Electrónico de Reacción: Para profundizar en el 

entendimiento de la actividad electrónica es posible realizar una descomposición física 

[102] o química [109] del flujo electrónico de reacción. La descomposición física está 

expresada en términos de los efectos de polarización y de los procesos de transferencia 

de carga. Entonces,  𝐽(𝜉) = 𝐽𝑝(𝜉) + 𝐽𝑡(𝜉). Donde 𝐽𝑝(𝜉) se obtiene haciendo una 

fragmentación de la supermolécula y empleando el método de counterpoise [110–112] 

para obtener la polarización de cada fragmento. El flujo de polarización de cada 

fragmento i y el flujo de polarización total son calculados de esta forma [109]:  

𝐽𝑝
(𝑖)(𝜉) =  − (

𝑁𝑖

𝑁
)

𝑑𝜇𝑖

𝑑𝜉
  𝑦  𝐽𝑝(𝜉)  = ∑ 𝐽𝑝

(𝑖)
 (𝜉)

𝑛

𝑖=1

 (11) 

Donde 𝑁𝑖, 𝑁, 𝑛, 𝜇𝑖 corresponden al número de electrones de cada fragmento i, el 

número total de electrones en la supermolécula, el número de fragmentos considerados 

para hacer el cálculo counterpoise y el potencial químico en cada fragmento, 

respectivamente [102]. Con el flujo de polarización encontrado anteriormente y el flujo 

electrónico de reacción, es posible calcular el flujo de transferencia realizando la 

diferencia entre estos:  𝐽𝑡(𝜉) = 𝐽(𝜉) − 𝐽𝑝(𝜉). Considerando que el potencial químico 

es una propiedad global en el sistema, es posible determinar el flujo de transferencia 

electrónica en cada fragmento: 
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𝐽𝑡
(𝑖)(𝜉) =   ∑ (

𝑁𝑖

𝑁
)

𝑑

𝑑𝜉

𝑛

𝑖=1

 (𝜇𝑖 − 𝜇°) =   ∑  𝐽𝑡
(𝑖)(𝜉)

𝑛

𝑖=1

 

 

(12) 

Donde 𝜇𝑖 𝑦 𝜇° representan el potencial químico en cada fragmento y el potencial 

químico de la supermolécula. De esta manera, la partición física del REF puede ser 

entendida en términos de la naturaleza electrónica a lo largo de 𝜉 separando los efectos 

de polarización de los procesos de transferencia involucrados en el mecanismo de una 

reacción química.  

Adicionalmente, es posible obtener la descomposición química de REF en términos de 

electrofilia y de dureza [109]. Empleando la definición de electrofilia 𝜔 =
𝜇2

2𝜂
  se tiene 

que: 

𝐽(𝜉) =
1

2
∆𝑁𝑚𝑎𝑥(𝜉) (

𝑑𝜂

𝑑𝜉
) +

1

∆𝑁𝑚𝑎𝑥(𝜉)
(

𝑑𝜔

𝑑𝜉
) = 𝐽𝜂(𝜉) + 𝐽𝜔(𝜉) 

 

(13) 

Desde la ecuación 13 podemos observar que el flujo electrónico presenta un balance 

entre la dureza ó la resistencia del sistema a deformar su nube electrónica y la 

transferencia representada en la electrofilia del sistema [109]. Por lo tanto, la actividad 

electrónica en una reacción química puede entenderse como una secuencia de procesos 

de resistencia ó polarización y de cambios de electrofilia ó de transferencias 

electrónicas.  

Ambas descomposiciones del REF son acompañados por propiedades globales y 

locales mencionadas anteriormente y por el índice de interacciones no covalentes que 

es descrito en la siguiente sección.  

2.3.2 Índice de Interacciones no Covalentes 

El índice de las interacciones no covalentes (NCI por sus siglas en inglés) es un índice 

de visualización de interacciones de tipo no covalente (favorables o desfavorables) que 

grafica la densidad (y sus derivadas) para un sistema molecular [113–115]. A partir de 

los picos que aparecen a baja densidad en la gráfica del gradiente de la densidad 

reducida (𝑠) vs el segundo autovalor del hessiano de la densidad electrónica 𝜆 por la 

densidad electrónica, signo (𝜆) • 𝜌 ,  es posible determinar las interacciones atractivas 

fuertes (enlaces de hidrógeno), interacciones débiles (van der Waals) y las repulsiones 

estéricas fuertes [82]. En la Figura 11, se han superpuesto tres dímeros de agua, de 

dibiciclo 2,2,2 octano y de metano, se observa que los picos a baja densidad indican 

puentes de hidrógeno, interacciones de van der Waals e interacciones repulsivas que 

siguen una convención de colores específica. 
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Figura 11: Gráfica de 𝒔  vs el signo (𝝀) • 𝝆 para tres diméros: agua, biciclo 2,2,2 

octano, y metano. Ejercicio Manual NCIPLOT [115] 

El NCI es utilizado en biomoléculas para describir la interacción entre los complejos 

enzimas-sustrato y analizar desde sus coordenadas atómicas las interacciones 

intramoleculares e intermoleculares [116]. En la Figura 12, se ejemplifica un sistema 

que consta de un sustrato dentro de la cavidad de un sitio activo y se observa 

interacciones fuertes atractivas como enlaces de hidrógeno representadas en color azul, 

interacciones débiles mostradas en color verde e interacciones fuertes repulsivas en 

color rojo. 

 

Figura 12: Gráfica de interacciones no covalentes entre un sistema sustrato-proteína 

 

Gráficos NCI fueron usados para describir la variación en las interacciones entre el sitio 

activo y la dopamina a medida que transcurre la reacción.  

 

2.4. SELECCIÓN DEL SISTEMA A ESTUDIAR 

 

La DβM es una enzima con más de 9000 átomos distribuidos en 619 aminoácidos, 

estudiar computacionalmente el sistema completo es un desafío en la actualidad. Con 

el objetivo de estudiar los primeros pasos del mecanismo de hidroxilación del sustrato 

dopamina, se escogió un modelo simple pero representativo de la DβM.  

Sustrato 

Sitio activo 
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El sitio activo de la DβM está conformado por dos centros de cobre (CuH y CuM) los 

cuales generalmente son modelados de forma independiente debido a que no presentan 

acople magnético ni electrónico entre ellos [9,15]. Como las primeras etapas de la 

reacción se llevan a cabo en el sitio de CuM, un modelo clúster de este complejo se 

modeló para representar el sitio activo de la DβM. 

El modelo clúster consistió en una esfera primaría de coordinación para cada átomo de 

cobre. El sitio de CuM está enlazado a los aminoácidos His412, His414 y Met487 a 

través del átomo de nitrógeno del imidazol en las histidinas y del azufre de la metionina, 

respectivamente. Cada residuo es truncando de la proteína en el carbono α del 

aminoácido y este átomo de carbono es fijado en la optimización. De esta manera, se 

conservan las restricciones de la estructura secundaria y terciara de la enzima. De igual 

forma, el sitio de CuH corresponde al átomo de cobre que se encuentra unido a los 

aminoácidos His262, His263 e His333 a través del átomo de nitrógeno del imidazol. 

Las estructuras iniciales del sitio activo de la enzima fueron obtenidas desde las 

coordenadas cristalográficas de la DβM humana (E. C. 1.14.17.1) [Banco de 

Información de proteínas (PDB) código ID 4ZEL] [17].   

 

2.5. OPTIMIZACIÓN 

Los cálculos de los sistemas moleculares a estudiar se llevaron a cabo usando la Teoría 

de Funcionales de la Densidad con el fin de disminuir el costo computacional asociado 

a estos sistemas biológicos.  

De acuerdo con la literatura [27] el funcional B3LYP es apropiado para los cálculos de 

superoxo en MBC, el enlace Cu-O de los superóxidos monodentados es poco covalente 

y necesita una pequeña cantidad de intercambio HF que es suministrada por el 

funcional B3LYP [27]. Adicionalmente, cálculos sobre el mecanismo de reacción 

realizados para superoxo de PHM reproducen energías de activación razonables [117]. 

Siguiendo el modelo planteado por Solomon y colaboradores en 2016 [9] y con el fin 

de comparar nuestros resultados con la literatura [46,117], el nivel de teoría que se 

empleó fue B3LYP, con el conjunto de funciones base 6-311G(d,p). La elección del 

nivel de teoría estuvo influenciada por el tamaño del sistema y los tiempos de los 

cálculos de IRC. Para realizar los cálculos computacionales se empleó el paquete de 

software Gaussian 16 [118] y Gauss View [119].  

Para representar el efecto del ambiente de la proteína se empleó el modelo continuo 

polarizable PCM [120] (𝜖= 4,0) que ha sido empleado previamente como medio de 

solvatación en estas enzimas [9,117]  y en nuestro modelo presentó una buena 

eficiencia computacional. Una constante dieléctrica de 4,0 ha sido empleada para 

describir el medio alrededor de la proteína o medio proteico [121]. Solomon y Chen en 
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2004 emplearon valores de 𝜖= 5, 10 y 20 y no se encontraron cambios en la energética 

de las reacciones. Las energías libres de Gibbs y las energías de activación son 

reportadas en fase gas ó simulando el medio proteico. 

Como fue mencionado en la sección 1.2, el primer cambio en la enzima para realizar 

la hidroxilación de cualquier sustrato es la reducción de los centros de cobre (II) a cobre 

(I) por medio del ascorbato. La forma de cobre (II) es inactiva en las reacciones 

catalizadas por monooxigenasas y por lo tanto es fisiológicamente no relevante. Los 

mecanismos teóricos que estudian este tipo de sistemas [9,15,117] inician los estudios 

desde los centros de cobre reducidos en estados de oxidación (I).  

2.6. REACCIONES 

Dos reacciones consecutivas del mecanismo general de hidroxilación de dopamina 

serán descritas a profundidad en este documento: 

Reacción 1: La oxigenación de la BCM en el sitio de 𝐂𝐮𝐌 produciendo un superoxo 

de cobre (II).  

 

 

Figura 13: Estructuras químicas de la unión del oxígeno al sitio CuM (a) 

Coordinación bidentada y (b) Coordinación monodentada del oxígeno al CuM. 

La interacción del oxígeno con la enzima fue estudiada calculando la energía libre de 

Gibbs para las dos conformaciones de oxígeno frente al cobre: coordinación 

monodentada ó bidentada del oxígeno al sitio de 𝐂𝐮𝐌 (Figura 13). 

Reacción 2: La HAT desde la dopamina por el complejo superoxo de CuM:  Una vez 

el superoxo de cobre es formado en la reacción anterior, esta especie puede realizar una 

abstracción del átomo de hidrógeno sobre carbono β de la dopamina. La Figura 14 

muestra un esquema general de la reacción de HAT desde dopamina hasta el complejo 

de superoxo de cobre (II).   

(a) (b) 
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Figura 14: Reacción de transferencia del átomo de hidrógeno desde dopamina (DP) al 

complejo superoxo de cobre (II) para formar el radical dopamina y el complejo 

hidroperoxo de cobre (II). Para claridad, los dos hidrógenos del carbono β de la 

dopamina son diferenciados con subíndices R o S. 

En esta investigación, dos conformaciones de dopamina interactuando con el complejo 

superoxo de CuM fueron estudiadas como se muestra en la Figura 15.  

En la primera conformación, no hay interacción entre la dopamina y la especie 

superoxo (Figura 15 a); en la segunda conformación, un enlace de hidrógeno entre el 

grupo amino de la dopamina y el oxígeno del superoxo fue considerado (Figura 15 b). 

 

Puede ser observado desde la Figura 14, que es posible realizar dos diferentes 

reacciones de HAT desde el carbono β de la dopamina, la abstracción del hidrógeno 

𝐻𝑆 ó 𝐻𝑅 que conduce, después de subsecuentes pasos, a la formación del enantiómero 

R ó S de la norepinefrina. En cada conformación de la dopamina, las dos posibles HAT 

fueron estudiadas. Estas cuatro reacciones fueron llamadas R1, R2, R3 y R4.  En R1 

  

Figura 15: Estructura para las dos conformaciones de DP interactuando con el 

complejo superoxo. (a) Sin interacción (b) Con un enlace de hidrógeno. 

(a) (b) 
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(R3) y R2 (R4) el átomo de hidrógeno 𝐻𝑅(𝐻𝑆) es transferido desde la dopamina en la 

conformación a y b, respectivamente.  Estas cuatro reacciones de HAT fueron 

estudiadas en fase gas y en un segundo paso, las dos reacciones que condujeron a la 

forma enantiomérica correcta del producto, fueron modeladas en medio proteico 

usando el modelo PCM con una constante dieléctrica 𝜖= 4,0 [9,38,117]. 

 

 Los perfiles de energía para las seis reacciones fueron obtenidos mediante el método 

basado en la coordenada intrínseca de reacción (IRC). Cada perfil de energía 

presentó alrededor de 1.000 a 2.000 puntos. 

 Todos los estados de transición fueron caracterizados por presentar una sola 

frecuencia negativa y fueron optimizados siguiendo el algoritmo Berni Synchronous 

Transit-Guided Cuasi-Newton (STQN) como los reportados por Cowley en 2016 

[9].  

 El procedimiento IRC fue confirmado con optimizaciones independientes de los 

reactantes y los productos.  

  El formalismo de la fuerza de reacción [65–67,73,81] fue empleado para particionar 

la energía de cada una de las reacciones y para entender los factores que gobiernan 

cada una de las etapas del mecanismo de la reacción en función a los trabajos de 

reacción. 

 El potencial químico y el flujo electrónico de reacción [96,122] se emplearon para 

evaluar los eventos de transferencia electrónica en las distintas conformaciones.  

 Las interacciones no covalentes [113,115] se utilizaron para la descripción del 

sistema enzima-sustrato en puntos específicos del transcurso de la reacción. 

 Todos los gráficos moleculares se realizaron usando GaussView [119], Chemcraft 

[123] o PyMOL [124], las gráficas de PEP, F(𝜉), J(ξ) se realizarán con Matemática 

11 [125] y OriginPro9 [126].  El índice de interacciones no covalentes se estudiaron 

con el software NCIplot [113,115]. 

Los siguientes pasos del mecanismo planteado por Solomon fueron estudiados solo en 

función a la energía libre de Gibbs, tanto en fase gaseosa como simulando el medio 

proteico usando el modelo PCM. La energía libre de Gibbs fue calculada así: 

𝐺𝑒𝑛_𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒 ≈ 𝐺𝑓𝑎𝑠𝑒_𝑔𝑎𝑠𝑒𝑜𝑠𝑎 + [𝐸𝑠𝑝_𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒 − 𝐸𝑓𝑎𝑠𝑒_𝑔𝑎𝑠𝑒𝑜𝑠𝑎] ≈ 𝐺𝑓𝑎𝑠𝑒_𝑔𝑎𝑠𝑒𝑜𝑠𝑎 + 𝐸𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 

Reacción 2/Mecanismo alternativo: Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, un 

nuevo mecanismo fue publicado por Wang y colaboradores [15]. Este mecanismo 

propone que el paso de la HAT ocurre desde el radical ascorbato en lugar de la 

dopamina. Por lo tanto, empleando el modelo del superoxo de cobre (II) obtenido en la 

reacción 1, la energía libre de Gibbs fue calculada para la reacción de HAT desde 

radical ascorbato. 

 



MARCO TEÓRICO Y METODOLOGÍA 

 

39 
 

2.7.  SIMULACIONES DE DINÁMICA MOLECULAR 

De modo complementario, en esta investigación se estudió el sitio de acople de la 

dopamina a la enzima D𝛽M. Para seguir este estudio se realizó una simulación de 

dinámica molecular.  

La primera etapa de la simulación de dinámica molecular fue preparar la enzima. Para 

ello, la estructura de DβM fue establecida a partir del archivo PDB código 4ZEL. Los 

residuos ausentes en las dos cadenas fueron colocados usando Gaussian View [119] y 

Pymol [127]. En total 58 residuos fueron colocados (En la cadena A los residuos 40-

45, 109, 593-607, 612-617 y en la cadena B:40-45,104-109, 273-275, 288-291, 597-

608, 615-617). Adicionalmente, residuos no relevantes fueron eliminados. La molécula 

de agua 805 fue conservada para considerar el ligando del sitio de CuM. Los átomos de 

cobre ausentes fueron manualmente adicionados y la His262 y His263 del sitio activo 

fueron levemente rotadas para mejorar la interacción con el cobre. La protonación de 

la enzima fue realizada usando el programa propKa a través el servidor web de 

PDB2PQR [127] con un campo de Fuerza Amber. Seguido de la protonación en el 

programa, se realizó una inspección visual cuidadosa de los hidrógenos colocados. Arg, 

His y Lys fueron protonadas y Asp y Glu fueron desprotonadas. El sustrato DP y el 

cofactor ascorbato fueron optimizados en Gaussian y luego acoplados en el sitio activo 

usando AutoDock Vina [128].  

Parametrización: La parametrización el complejo metálico fue realizado usando la 

herramienta del programa Amber: MCPB.py. El campo de fuerza utilizado para la 

enzima fue ff14SB y para el complejo de cobre, dopamina y ascorbato fue GAFF. Las 

cargas atómicas fueron calculadas usando el método RESP con HF/6-311G. Usando la 

herramienta tleap fue posible adicionar 5 iones de cloro para neutralizar la carga total 

de la enzima. El sistema fue solvatado usando una caja rectangular de agua tipo TIP3P 

con una distancia de 18 Å desde la superficie de la proteína.  

Simulaciones de DM: Para realizar la dinámica se usó el programa Amber 20. Con 

este objetivo, primero se llevó a cabo una minimización de toda la enzima previamente 

configurada, usando los métodos de gradiente conjugado y descenso pronunciado, 

límites periódicos y un corte de 10 Å para eliminar interacciones lejanas. La etapa de 

minimización se realizó en dos pasos, primero solo los iones y las moléculas de agua 

fueron minimizadas y posteriormente toda la enzima. Seguidamente, el sistema fue 

calentado usando el termostato de Langevin hasta 300 K y con una restricción en la 

enzima de 15 kcal/mol Å, los hidrógenos covalentes fueron fijados por medio del 

algoritmo de SHAKE y usando un paso de tiempo de 2 femtosegundos. El 

calentamiento se llevó a cabo en dos etapas: 20 ps desde 0 a 100 K y 80 ps de 100 K a 

300 K. La etapa para equilibrar el sistema fue realizada bajo ensamble NPT con una 

presión de 1.0 atm y una temperatura de 300 K. Primero, se equilibró por 500 ps y 
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usando una restricción en la enzima de 10 kcal/mol Å, seguidamente 500 ps con una 

restricción de 10 kcal/mol solo en la cadena principal de la cadena y finalmente una 

restricción en la cadena principal de la enzima de 0,1 kcal/mol.  
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CAPÍTULO III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

3.1. MODELO SENCILLO DE LA ENZIMA DβM. 

Las estructuras iniciales del sitio activo de la enzima DβM humana se obtuvieron a 

partir del archivo 4ZEL del banco de información de proteínas (E. C. 1.14.17.1) [17].  

Los dos sitios con probable actividad catalítica fueron encontrados en esta enzima: La 

conformación A y la conformación B. La conformación A corresponde a una 

conformación cerrada y la conformación B corresponde a una conformación abierta. 

Tres de los cuatro átomos de cobre no fueron encontrados en la estructura 

cristalográfica y fueron agregados manualmente. En la conformación abierta los 

átomos de Cu se encuentran separados a una distancia de ~14 Å. En este escrito se 

reporta el sitio de cobre CuM en la conformación abierta que corresponde al lugar donde 

se lleva a cabo las primeras reacciones que se discutirán en este trabajo.  

El sitio de  CuM consistió en un complejo de cobre (I), enlazado a dos histidinas y una 

metionina (His412, His414 y Met487). Sin embargo, de acuerdo con los resultados 

por absorción de rayos X [29] y a los resultados teóricos de Solomon y colaboradores 

[7], la estructura con un cuarto ligando enlazado al CuM, una molécula de solvente fue 

considerada como estado inicial de la enzima. Las dos estructuras mostradas en la 

Figura 16, sin y con el cuarto ligando llamadas A0 y A, respectivamente, se 

optimizaron y se compararon.   

(a) Estructura A0 (b) Estructura A 

 

∆G∘=-1,49 kcal/mol con respecto a A0 

Figura 16: Estructura química del sitio CuM (His412, His414, Met487) sin (a) y 

con (b) una molécula de agua coordinada al átomo de Cu. La estructura en (a) es 

etiquetada como A0 y la estructura en (b) es llamada A. 
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La estructura con la molécula de agua es favorable sobre la correspondiente sin la 

molécula de agua (∆G∘ =-1,49 kcal/mol1 y ∆G∘= -0,32 kcal/mol2 ). Estos resultados son 

coherentes con los resultados obtenidos por Solomon y colaboradores para la remoción 

del agua desde la estructura A ∆G∘=+1,4 kcal/mol2). De acuerdo con los resultados, A 

es la estructura inicial del sitio de CuM, es consistente con otros centros de cobres 

tetraédricos para las MBC y con la información espectroscópica disponible [20,29]. 

Como se ha mencionado en diferentes estudios [15,117]  la metionina 487 está enlazada 

débilmente al CuM ya que los ligandos tioéter son donantes deficientes de electrones, 

pero estabilizan el estado de oxidación Cu (I) como se ha visto en complejos modelos 

[30,129,130]. En la optimización de la estructura A usando el modelo PCM, fue 

necesario congelar el enlace Cu-S a 2,3 Å, esta distancia fue reportada en la DβM 

reducida (2,25 Å) [21], en los modelos estudiados por Solomon [9] y en compuestos 

similares reportados por Chen y Solomon, 2004 [117]. 

Por otra parte, teóricamente hemos podido observar que la distancia de enlace Cu-S 

aumenta a medida que ocurre la hidroxilación. Cuando el cobre se oxida por el oxígeno 

molecular del medio, ocurre una perturbación geométrica en la distancia Cu-S 

(Metionina) que ha sido estudiada a través de EXAFS en PHM y DβM [23,131]. 

En este trabajo se detallan los primeros dos pasos de la reacción que consisten en el 

enlace del oxígeno al sitio de CuM y una de las etapas centrales: la  HAT desde la 

dopamina al complejo superoxo de CuM.  

Antes de estudiar el modo de enlace del oxígeno al cobre. Se estudio el intercambio del 

ligando agua por el ligando oxígeno en el complejo de CuM. Se encontró que la reacción 

es endergónica presentando un ∆G∘=6,5 kcal/mol en fase gaseosa, ∆G∘=3,2 kcal/mol 

empleando la estructura optimizada en fase gaseosa considerando el medio proteico y 

∆G∘=3,5 kcal/mol optimizando en medio proteico. Solomon y colaboradores 

encontraron que este intercambio presenta un ∆G∘=1,2 kcal/mol en el modelo propuesto 

para PHM.  

 

Tabla 1: 𝚫𝑮 para la reacción de intercambio de una molécula de agua por el oxígeno 

molecular en el complejo 𝐂𝐮𝐌. 

  

 
1 Sin considerar el modelo de solvatación PCM 
2 Considerando el modelo de solvatación PCM 

Reacción ∆G∘
𝑔𝑎𝑠𝑒𝑜𝑠𝑎 ∆G∘

𝑠𝑝(𝑔𝑎𝑠𝑒𝑜𝑠𝑎)+𝑃𝐶𝑀 ∆G∘
𝑃𝐶𝑀 

𝐶𝑢𝑀 − 𝐻2𝑂 + 𝑂2 →  𝐶𝑢𝑀 − 𝑂2  +  𝐻2𝑂 6,5 3,2 3,5 
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3.2. PRIMER PASO: Enlace de oxígeno al complejo superoxo de cobre  

El primer paso que activa el mecanismo de la hidroxilación de la dopamina es la unión 

de oxígeno molecular al sitio CuM
I  para producir una especie superoxo de cobre (II). 

Un enlace  entre el oxígeno molecular y el átomo de cobre (I) perteneciente a la DβM 

puede ocurrir de dos maneras: coordinación frontal que consiste en un enlace bidentado 

del oxígeno sobre el CuM y la coordinación terminal del oxígeno que se enlaza de forma 

monodentada sobre el CuM.  En ambos casos, la oxidación del cobre por el oxígeno 

conduce a la transferencia de un electrón desde el Cu+ al oxígeno, formando el 

complejo superoxo de cobre (II). 

La Figura 13 a y b muestra las dos estructuras optimizadas para los dos superóxidos de 

cobre unidos de forma monodentada y bidentada al oxígeno. Las estructuras presentan 

multiplicidades singlete y triplete, respectivamente, que están de acuerdo con los 

resultados de susceptibilidad magnética por SQUID para estos complejos [10,132].  

En la conformación monodentada, el superoxo se enlaza al Cu2+ compartiendo un par 

de electrones, formando así un enlace covalente coordinado. En esta geometría el Cu2+ 

y el ligando superoxo quedan con un electrón desapareado evidenciando una 

multiplicidad triplete (Figura 17).  

(a) Orbitales frontera HOMO y LUMO para el 

superoxo de 𝐶𝑢𝑀 singlete 

(b) Orbitales frontera SOMO beta y SOMO-1 

beta para el superoxo 𝐶𝑢𝑀 triplete 

 

LUMO 100   

  

 

 

 

HOMO  99  

 

 SOMO 100 

 

 

 
 

 

SOMO-1 99  

Figura 17: Orbitales fronteras de las especies superoxo 𝐂𝐮𝐌 (a) Orbitales 

moleculares HOMO y LUMO del superoxo 𝐂𝐮𝐌 singlete (b) Orbitales moleculares 

betas (no ocupado) SOMO y SOMO-1 del superoxo 𝐂𝐮𝐌 triplete. 

En la coordinación bidentada, el acercamiento de las dos especies disminuye la 

diferencia de energía entre los orbitales parcialmente ocupados conduciendo al 

28% 29% 
43% 

52% 

33% 
33,6% 
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apareamiento de los electrones. La multiplicidad de esta estructura es singlete, como 

se muestra en la Figura 17.  

Para predecir la especie con menor energía, estudiamos la variación en la energía libre 

de Gibbs entre los dos isómeros. Se encontró que el isómero coordinado de forma 

monodentada está favorecido sobre la forma bidentada por ∆𝐺∘ =11,54 kcal/mol y 

∆𝐺∘ =17,53 kcal/mol en fase gaseosa y optimizando en medio proteico, 

respectivamente. De acuerdo con la regla de los 18 electrones, la especie bidentada es 

un complejo de 17 electrones, mientras que la monodentada presenta 16 electrones, por 

lo tanto, la especie monodentada sería más estable, como lo indican nuestros resultados, 

pero la especie bidentada sería la más reactiva, sin embargo, para la HAT, nuestros 

resultados indican que el HOMO de la especie monodentada estaría más favorecida 

para recibir un átomo de hidrógeno. Una mayor estabilidad del isómero coordinado de 

forma monodentada ha sido evidenciada en complejos de cobre tetraédricos [27]. 

También se ha determinado mediante cálculos teóricos que para un modelo de la 

enzima PHM la forma monodentada está favorecida en 6,3 kcal/mol con respecto a la 

forma bidentada [9]. En el complejo precatalítico encontrado por Amzel para la enzima 

PHM [29], el oxígeno molecular se encuentra enlazado al 𝐶𝑢𝑀 con una geometría 

monodentada. La Tabla 2 muestra los parámetros obtenidos por cristalografía de rayos 

X [29].  

La geometría optimizada del superoxo de CuM − O2 coordinado de forma bidentada 

que hemos encontrado presenta: un ángulo CuM-O-O de 72°, una distancia de enlace 

O-O de 1,33 Å, una distancia CuM − O proximal de 1,84 Å y una distancia CuM-O 

distal de 1,91 Å. Por otro lado, en el superoxo CuM − O2 coordinado de forma lateral, 

el ángulo CuM-O-O es de 118°, la distancia del enlace O-O es de 1,24 Å, la distancia 

CuM-O proximal es de 2,1 Å y la distancia CuM-O distal es de 2,9 Å lo que sugiere que 

la estructura optimizada para el isómero coordinado de forma monodentada se 

encuentra muy cercana a la estructura experimental del sitio activo de estas enzimas.  

Tabla 2: Evaluación de diferentes parámetros en el complejo de 𝐂𝐮𝐌 triplete utilizando 

diferentes niveles de teorías. 

Nivel de teoría  𝑪𝒖𝑴-O-O O-O 𝑪𝒖𝑴-O 

proximal 

𝑪𝒖𝑴-O 

distal 

Estructura experimental para la PHM 110° 1,23 Å 2,11 Å 2,78 Å 

uB3LYP/6-311G(d,p) 118° 1,240 Å 2,101 Å 2,899 Å 

uB3LYP/6-311++G(d,p) 122,4° 1,207 Å 2,906 Å 3,696 Å 

uB3LYP/def2TZVP Dispersion=GD3  118,8° 1,208 Å 2,563 Å 3,319 Å 
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Otros niveles de teoría fueron empleados para optimizar la estructura de superoxo 𝐶𝑢𝑀 

triplete. Como puede evidenciarse en la Tabla 2, en general los tres niveles de teoría 

reproducen bien el ángulo CuM-O-O y la distancia O-O del complejo. Sin embargo, las 

bases que incluyen funciones difusas aumentan la distancia entre el átomo de cobre y 

el oxígeno distal. Todos los cálculos incluyeron el modelo PCM.  

Usando multiwfn [133] fue posible establecer la contribución de los átomos a los 

orbitales LUMO en cada isómero. La Figura 17 muestra que el orbital LUMO del 

superoxo de cobre (II) singlete tiene una contribución del ~28% en cada oxígeno y 32% 

en el átomo de cobre. Por otro lado, el orbital SOMO beta del superoxo de cobre triplete 

(II) tiene una contribución del 52,3% en el oxígeno distal, 43% en el oxígeno proximal 

y un 3% en el cobre. El orbital SOMO-1 beta tiene una contribución del ~33% en cada 

oxígeno y un 27% en el cobre. Estos resultados son coherentes con la literatura 

demostrando que el superoxo de cobre triplete estaría más activado para realizar una 

abstracción del átomo de hidrógeno desde la dopamina. 

3.3. SEGUNDO PASO: Abstracción del átomo de hidrógeno  (𝐇𝐀𝐓) 

Después de la adición del oxígeno molecular, el siguiente paso en el mecanismo de 

hidroxilación es la HAT desde la dopamina hasta el complejo superoxo de cobre (II) 

para generar el hidroperoxo de cobre (II) Cu2+
M(η1 − OOH) y el radical dopamina 

(Dp·).  Este paso de la reacción es importante porque determina la posición final del 

grupo hidroxilo en producto final debido a la abstracción del átomo del átomo de 

hidrógeno en la posición “R” ó “S”. Por otra parte, la conformación de la dopamina 

interactuando con el catalizador, con ó sin enlace de hidrógeno, Figura 18, determinará 

la energética de la reacción.  

Hemos encontrado que la existencia de un enlace de hidrógeno entre el grupo amina de 

la dopamina y el oxígeno proximal en el complejo superoxo de la enzima, Figura 18, 

tiene el efecto de facilitar la transferencia del átomo de hidrógeno disminuyendo la 

barrera energética de la reacción. Este hallazgo es evidencia directa que la 

conformación del grupo amino en la dopamina para formar un enlace de hidrógeno 

juega un rol importante en la energía de activación de las reacciones de HAT. Este 

resultado está de acuerdo con la observación de que la DβM puede catalizar otras 

reacciones que involucren compuestos con esqueletos básicos de feniletilamina [134], 

como la dopamina, que facilite la formación de un enlace de hidrógeno con el grupo 

CuM
2 (O2

−1) en la enzima.  

3.3.1. Conformaciones de la DP interactuando con el superoxo de 𝑪𝒖𝑴 

El carbono 𝛽 de la dopamina no es un carbono asimétrico, sin embargo, el producto 

hidroxilado: la norepinefrina, presenta una configuración 𝑹. En consecuencia, la 
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conformación de la dopamina y el hidrógeno que se abstrae del carbono 𝛽 es esencial 

para entender el mecanismo. 

En resumen, hemos evaluado cuatro reacciones de HAT considerando las dos 

conformaciones iniciales de dopamina interactuando con el CuM
2 (O2

−1).  La primera 

conformación corresponde a la dopamina que no presenta interacción (Figura 15 a) con 

el sitio de Cu2
M (η1 − O2·). La segunda conformación, corresponde a la estructura con 

un enlace de hidrógeno entre un hidrógeno de la amina de la dopamina y un oxígeno 

del superoxo.  El enlace de hidrógeno de la conformación 2 se evidencia entre el 

hidrógeno de la amina y el oxígeno proximal del superoxo, Figura 15 b. 

Para cada conformación de la dopamina, las dos HAT fueron reportadas involucrando 

la transferencia del hidrógeno “R” ó “S” desde el carbono 𝛽 de la dopamina. Por lo 

tanto, para cada conformación se generó el par de radicales de dopamina que conducen 

a los enantiómeros  𝑅 ó 𝑆. 

Las reacciones estudiadas fueron R1 (R3) y R2 (R4) en donde el átomo de hidrógeno 

𝐻𝑅(𝐻𝑆) es transferido desde la dopamina en la conformación a y b, respectivamente. 

Las reacciones R1 y R2 fueron estudiadas simulando el medio proteico y se denotaron 

como R1(p) y R2(p). 

 

Figura 18: Interacción entre la dopamina y el sitio de 𝐂𝐮𝟐
𝐌 (𝛈𝟏 − 𝐎𝟐·−). La 

dopamina se encuentra en la conformación 2, donde dos interacciones entre las 

especies pueden ser vistas: un enlace de hidrógeno entre la amina de la dopamina y 

el oxígeno proximal del superoxo y la interacción para la 𝐇𝐀𝐓. 

Para ilustrar las interacciones específicas que conducen las reacciones de HAT, la 

Figura 18 muestra el estado de transición para la reacción R2 donde el enlace de 
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hidrógeno entre las dos especies y el átomo transferido desde el carbono β de la 

dopamina son mostrados explícitamente. Puede ser notado que la HAT desde el Cβ de 

la dopamina involucra rearreglos estructurales que toman lugar concertadamente. 

Como se mostrará más adelante, el ángulo diedro N-Cα-Cβ-Cγ en la dopamina y la 

distancia Cβ-O (Cβ de la dopamina y el oxígeno del superoxo) son muy importantes 

porque producen un efecto cooperativo para la transferencia de hidrógeno.  

3.3.2. Análisis del Perfil Energético de la Fuerza de Reacción 

La Figura 19 muestra los perfiles de energía y de la fuerza de reacción para las cuatro 

reacciones bajo estudio. Cada reacción conduce al mismo radical dopamina, el cual a 

través de subsecuentes pasos conducirá al enantiómero R ó S de la norepinefrina.  

Experimentalmente, el producto formado es el enantiómero R, y de las cuatro 

reacciones, solo R1 y R2 conducen al producto observado, no obstante, cada una de 

ellas lo realiza mediante dos mecanismos diferentes que serán analizados en los 

siguientes párrafos.  En este punto y teniendo en cuenta las energías mostradas en la 

Tabla 3, R2 parece ser el mecanismo de hidroxilación más probable debido a que 

presenta una barrera energética menor para HAT con respecto a R1. Adicionalmente, 

es posible deducir desde las reacciones que para producir el producto final con 

enantiomería R, la norepinefrina, es necesario que la abstracción sea realizada solo 

sobre el HR. 

Tabla 3: Información energética para las reacciones de HAT desde dopamina en fase 

gaseosa y medio proteico. Trabajos de reacción en medio proteico son dados en 

paréntesis para R1 y R2. Todos los valores están en kcal/mol. 

Las reacciones R1 y R2 discutidas anteriormente, fueron estudiadas en medio proteico, 

solo pequeños cambios en las energías de activación y de reacciones fueron 

encontradas. Debe ser notado que, en todos los casos, la energía de activación es 

principalmente debido a cambios estructurales, en todas las reacciones 𝑊1 representan 

al menos cerca del 80% de la energía de activación, esta energía da cuenta de los 

procesos de translación y distorsión de la dopamina para interactuar con el complejo 

superoxo de cobre.  

 Método 
Reacciones 

R1 R2 R3 R4 

∆𝐸≠ 
Fase gas 31,61 26,44 32,35 29,16 

Medio proteico 30,29 28,46  

∆𝐸𝑜  
Fase gas 17,47 13,18 19,13 14,11 

Medio proteico 15,91 14,51  

RFA 

𝑊1=24,56 (23,45) 𝑊1 =24,66 (26,59) 𝑊1 = 26,66 𝑊1 =27,49 

𝑊2=7,05 (6,84) 𝑊2 =1,78 (1,87) 𝑊2 =5,69 𝑊2 =1,67 

𝑊3 =-1,00 (-1,49) 𝑊3 =-1,91 (-2,13) 𝑊3 =-0,93 𝑊3 =-3,05 

𝑊4 =-13,14 (-12,89) 𝑊4 =-11,35 (-11,82) 𝑊4 =-12,29 𝑊4 =-12,00 
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Figura 19: Perfiles de energía y de fuerza de reacción de las cuatro reacciones de 

HAT en fase gas. Los recuadros muestran una vista amplia de las regiones del estado 

de transición que amplifican los intervalos ξ1=−0,422 a ξ2= 0,195 en R1; ξ1=−0,285 

a ξ2= 0,285 en R2; ξ1=−0,390 a ξ2= 0,195 en R3 y ξ1=−0,254 a ξ2= 0,318 en R4.  
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Mecanísticamente, el par de reacciones {R1, R3} y {R2, R4} tienen un 

comportamiento similar. El porcentaje de energía estructural 𝑊1, en la energía de 

activación es cerca del 80% en el primer par de reacciones mientras que en el segundo 

par es mayor que el 92%. Adicionalmente, R2 y R4 presentan una disminución 

considerable en el trabajo electrónico, 𝑊2  para alcanzar el TS comparadas con el par 

R1 y R3. A la luz de estos resultados, es claro que el efecto catalítico del enlace de 

hidrógeno entre la dopamina y el superoxo actúa principalmente sobre el trabajo 

electrónico 𝑊2 produciendo una reducción significante de esta cantidad. 

Es interesante notar que las cuatro reacciones presentan perfiles de reacción y de fuerza 

de reacción con la misma forma cualitativa, aunque los perfiles de las reacciones, R1 

y R3, así como, R2 y R4 son similares uno con otro; esto es consistente con el hecho 

de que cada par de reacciones proceden a través del mismo mecanismo de reacción. En 

R1 y R3, las energías incrementan de forma monótona hasta alcanzar un punto en el 

cual la velocidad de cambio de la energía incrementa rápida e intensamente. En R2 y 

R4, el cambio de la energía va subiendo moderadamente hasta alcanzar el estado de 

transición. En todas las cuatro reacciones, la región del estado de transición es muy 

estrecha, lo cual explica la naturaleza estructural de la energía de activación. La 

actividad electrónica en esta región es muy intensa identificando un gran número de 

conformaciones transitorias que cambian para alcanzar el estado de transición, como 

lo descrito por Polanyi y Zewail [76,77].  

En resumen, todas las cuatro reacciones presentan un comportamiento cualitativo 

similar, aunque solo dos de ellas (R1 y R2) conducen al enantiómero correcto, por lo 

tanto, en las siguientes secciones, solo serán discutidas estas dos reacciones.  

3.3.3. Análisis del reactivo activado 

Para entender la influencia de la conformación inicial de la dopamina en las regiones 

reactivas, es necesario analizar los cambios estructurales desde los reactivos hasta la 

estructura del reactante activado, a 𝜉1. En el primer punto crítico de la fuerza de 

reacción, es encontrado el reactante activado que ha sufrido una preparación estructural 

para iniciar actividad electrónica. En este contexto, 𝑊1 puede ser definido como el 

trabajo necesario para alcanzar una estructura activada desde los reactantes.  

Para comparar el reactante activado y el reactivo de cada reacción de HAT, fue extraída 

la matriz Z de cada estructura. Los cambios estructurales de los reactantes hasta el 

reactivo activado en R1 y R2 fueron principalmente tres: i) la translación de la DP para 

interactuar con el complejo superoxo; ii) la rotación interna del grupo etilenamina en 

dopamina, representado por el cambio del ángulo diedro Cγ-Cβ-Cα-N para exponer el 

átomo de hidrógeno cerca del superoxo y iii) la flexión de los ángulos O-H-Cβ y Cu-

O-O. Este reordenamiento estructural es responsable por 𝑊1. En R2, la conformación 
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de la DP genera un impedimento estérico con el superoxo de cobre que no permite la 

apertura normal del ángulo Cu-O-O. Adicionalmente, el reactivo activado es 

estabilizado por un anillo de siete miembros (Figura 18) entre la dopamina y el 

superoxo de cobre que se forma debido al enlace de hidrógeno presente entre las dos 

especies. Este anillo disminuye los grados de libertad y una condición de rigidez es 

mantenida en la dopamina formando un plano entre el Cα-Cβ-Cγ que promueve la HAT 

y facilita la formación del radical dopamina por el cambio de hibridación desde 𝑠𝑝3a 

𝑠𝑝2.   

En la región del TS, la HAT empieza a desplegarse involucrando la ruptura del enlace 

C-H en la dopamina y el fortalecimiento del enlace O-H en el complejo superoxo. El 

reordenamiento estructural distinto en R2 con respecto a R1 justifica la disminución 

en el trabajo electrónico 𝑊2. Un ángulo cercano a 180° (172°) fue encontrado en el TS 

entre el O − H(Dp) − βC(Dp), similar al reportado para PHM [9]. En la región de los 

productos, la relajación estructural permite la formación del radical dopamina y el 

hidroperoxo de cobre (II) (CuM
2+OOH). 

3.3.4. Interacciones no covalentes en el TS 

Las interacciones no covalentes fueron analizadas para entender mejor la interacción 

entre las dos especies en el estado de transición de cada reacción. La Figura 20 muestra 

los gráficos de isosuperficies atractivas y repulsivas representando este tipo de 

interacciones. Una fuerte interacción no covalente atractiva (en azul) indica el enlace 

de hidrógeno en R2 junto con interacciones débiles repulsivas (en naranja) en el límite 

entre la dopamina y el complejo superoxo. Regiones azules verdosas aparecen en 

algunos sitios indicando interacciones atractivas principalmente asociadas a la 

interacción electrostática entre los residuos químicos. Interesantemente, en R2 una 

región atractiva fina entre el cobre y el oxígeno proximal es evidenciada, ésta 

probablemente se deba a la menor apertura del enlace Cu-O-O. Esta interacción que no 

es vista en ninguna de las cuatro reacciones estudiadas puede estar facilitando el 

rearreglo electrónico y puede ser responsable para el menor valor de 𝑊2 para alcanzar 

el TS, lo cual explica la energía de activación más baja en R2 comparada con otras 

reacciones.  
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(a) NCI en R1 (b) NCI en R2 

Figura 20: Interacciones no covalente de los estados de transición de las dos 

reacciones de HAT desde dopamina al complejo superoxo de cobre (II). 

Interacciones atractivas son representadas en superficies azules-verdes mientras que 

interacciones repulsivas son representadas por superficies rojas-amarillas.  

Las interacciones covalentes de las otras reacciones (R3, R4) son mostradas en el 

Anexo 2. 

3.3.5. Análisis del flujo electrónico de reacción (REF), Interacciones no 

covalentes y órdenes de enlaces de Mayer para la HAT 

Para describir la actividad electrónica durante la HAT se analizó el flujo electrónico de 

reacción (REF del inglés Reaction Electronic Flux), complementado con el estudio de 

interacciones no covalentes y órdenes de enlace natural. Las gráficas del REF y de los 

órdenes de enlace de Mayer [103] que se discuten y muestran en esta sección, 

corresponden al intervalo de la coordenada de reacción donde estos parámetros 

cambian significativamente.  

La Figura 21 a muestra el REF para la HAT en R1 y R1(p). Inicialmente, REF 

permanece constante a valores cercanos a cero. En R1, la actividad electrónica toma 

lugar antes que sea alcanzado el reactante preparado, y el punto donde el REF comienza 

a cambiar, se correlaciona bien con el punto de partida de la variación en los órdenes 

de enlace de Mayer como se muestra en la Figura 21 b. Antes de ingresar en la región 

del TS, el acercamiento de las dos especies las polariza dando lugar a un pico suave en 

REF. En esta zona, las interacciones no-covalentes mostraron una interacción 

electrostática fuerte y positiva entre el hidrógeno del Cβ de la dopamina con el átomo 
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de oxígeno del superoxo que podría ser el origen del efecto de la polarización reflejada 

sobre el perfil REF. 

  

Figura 21:  Flujo electrónico de reacción y órdenes de enlace de Mayer para R1 y 

R1(p). Note que los órdenes de enlace de ambas reacciones están superpuestos el uno 

con el otro.  

Durante este pico, disminuye levemente la distancia O-H (átomos involucrados en la 

abstracción) y se incrementa levemente la distancia C-H en la dopamina. Esta primer 

cresta del flujo muestra la polarización de las especies previo a la HAT. 

Después del este pico, desaparece la interacción electrostática positiva entre el 

hidrógeno del Cβ de la dopamina con el átomo de oxígeno del superoxo indicando que 

inicia a formarse el enlace O-H y simultáneamente se debilita el enlace C-H. La ruptura 

del enlace C-H para llevar a cabo la transferencia del átomo de hidrógeno y la 

formación del enlace O-H, son responsables del fuerte incremento en el REF conducido 

a la formación del enlace O-H. En la región del TS, el REF se incrementa hasta alcanzar 

un máximo donde el hidrógeno desde el Cβ está a mitad de camino entre la dopamina 

y el radical superoxo, el enlace Cβ-H se rompe mientras que simultáneamente se enlaza 

el O-H. Desde la Figura 21 b, es claro observar que dentro de la región del TS, los dos 

procesos, la transferencia del hidrógeno desde la dopamina y la formación del grupo 

hidroxilo en el sitio catalítico, toman lugar de forma sincrónica. También, es interesante 

observar el cambio simultáneo y opuesto en los órdenes de enlaces O-O y Cβ-Cγ, esto 

significa que la hibridación del Cβ cambia desde 𝑠𝑝3 a 𝑠𝑝2 mientras que en el radical 

oxígeno va desde 𝑠𝑝2 a 𝑠𝑝3, este cambio es completado dentro de la región de los 

productos.  

La Figura 21 también reproduce el REF para la HAT en la reacción R1 simulando el 

medio proteico con el PCM llamada R1(p). Es importante notar que los perfiles en fase 

gaseosa y en medio proteico son muy similares. Las diferencias entre los perfiles son 

solo notables principalmente dentro de la región del TS donde la intensidad del pico 

(a) (b) 
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positivo principal en R1(p) es menor que en R1. Por otra parte, desde la Figura 21 b, 

se muestra que la actividad electrónica a nivel de enlace es la misma (las curvas para 

la fase gaseosa y el medio proteico están superpuestas) la diferencia en el REF debe 

estar asociada con la polarización electrónica debida al campo de reacción impuesto 

por el modelo PCM.  

  

Figura 22:  Flujo electrónico de reacción y órdenes de enlace de Mayer para R2 y 

R2(p). Note que los órdenes de enlace de ambas reacciones están superpuestos el 

uno con el otro. 

La Figura 22 a muestra el REF para R2 y R2(p). El perfil de REF para R2 muestra dos 

picos distintivos, inicialmente un pico amplio y con intensidad media se localiza 

mayormente en la región de reactantes y un segundo pico negativo amplio e intenso es 

observado en la región del estado de transición y productos. Curiosamente, el perfil 

presentado para la HAT en R2, es opuesto al observado en R1, confirmando que los 

mecanismos de ambas reacciones son diferentes. El cambio en la física del REF 

demuestra que el enlace de hidrógeno entre la dopamina y el complejo superoxo de 

alguna manera está condicionando la actividad electrónica y todo el mecanismo de la 

reacción.  La conformación adoptada por los reactantes para permitir la formación de 

un anillo de siete miembros en el estado de transición produce una polarización 

espontánea inicial del REF dando lugar a un pico positivo cuando se sale de la región 

de reactantes. Las interacciones no covalentes muestran una interacción positiva y 

fuerte entre el hidrógeno y el oxígeno involucrados en la HAT que desaparecen antes 

de alcanzar el máximo de REF. También, es observado un rearreglo del átomo de 

oxígeno del O2 unido al cobre cuando la reacción avanza. Por lo tanto, el rearreglo 

inicial en el ángulo Cu-O-O podría estar relacionado con el origen en el cambio 

temprano del orden del enlace O-O que puede estar contribuyendo a la polarización 

sobre el REF. En la Figura 20, las interacciones no covalentes fuertes y repulsivas en 

el TS son visualizadas entre el Cβ de la dopamina y el oxígeno del superoxo, esto 

confirma que los efectos de polarización crecen inicialmente a medida que las especies 

se acercan.  

(a) (b) 
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En la región del estado de transición, el REF disminuye bruscamente reflejando la 

intensa actividad electrónica debido a la ruptura del enlace C-H y la abstracción de 

hidrógeno, así como la disminución del enlace O-O junto con el incremento de la 

distancia del enlace Cβ-Cγ, los cuales ocurren de forma concertada y no espontánea en 

esta región. En la región de los productos, el REF aumenta hasta estabilizarse a valores 

cercanos a cero indicando que la actividad electrónica se desvanece para alcanzar el 

equilibrio. Es importante mencionar que interacciones no covalentes atractivas 

muestran que el enlace hidrógeno entre la amina y el superoxo son encontradas en toda 

la coordenada de la reacción, y es más atractiva en la región del estado de transición. 

La Figura 22 a, también ilustra el flujo electrónico para la HAT en R2 en medio 

proteico. El perfil de REF en R2(p) es muy similar al observado en R2. Similarmente 

a R1, no se presentan cambios en la estructura electrónica observada, todos los perfiles 

de órdenes de enlaces están superpuestos, aunque una pequeña diferencia es percibida 

dentro de la región de reactantes en los órdenes de enlaces O-O, ver Figura 22 b. De 

igual manera que el par anterior, la diferencia del REF entre R2 y R2(p) está asociada 

con los efectos de polarización debido al campo de reacción involucrados en el modelo 

PCM.  

Con los resultados de esta sección, se concluye que las dos reacciones R1 y R2 

presentan mecanismos y orígenes físicos diferentes. La siguiente sección profundiza 

en el entendimiento de la actividad electrónica realizando la descomposición física del 

flujo electrónico de reacción, seguida de la descomposición química de REF. 

 

3.3.6. Descomposición física del REF 

 

Figura 23: Definición de los fragmentos empleados en el método counterpoise para 

las dos reacciones. 
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En esta sección se describe la descomposición física del REF en términos de efectos de 

polarización y de transferencia. Los resultados a continuación son presentados de 

forma comparativa entre ambas reacciones con el fin de entender las diferencia en la 

actividad electrónica. Primero, se comparan los flujos de polarización, luego los flujos 

de transferencia y finalmente los flujos totales. Para calcular el flujo de polarización 

usando método CP (de sus siglas en inglés Counterpoise), dos fragmentos fueron 

considerados. El fragmento 1 corresponde al complejo superoxo de cobre y el 

fragmento 2 a la dopamina.  

3.3.6.1. Flujo de polarización 𝑱𝒑(𝝃) 

La Figura 24 muestra el flujo de polarización a lo largo de la coordenada de reacción 

de la supermolécula y de los dos fragmentos para las reacciones, R1 y R2. Ambas 

reacciones presentan perfiles similares del flujo de polarización de la supermolécula y 

de los fragmentos. El 𝐽𝑝(𝜉) para la supermolécula en la curva roja, muestra dos picos 

distintivos: Uno saliendo de la región de reactantes y el otro iniciando la región de los 

productos. Se puede observar que en ambas reacciones el primer pico de 𝐽𝑝(𝜉) está 

contribuído solo por el flujo de polarización del fragmento 1, complejo superoxo de 

cobre que se muestra en la curva morada. Por otro lado, el segundo pico es contribuído 

por ambos fragmentos, pero con una mayor contribución del flujo de polarización del 

fragmento 2, dopamina, representada en la curva verde. De acuerdo a estos resultados, 

el primer máximo de 𝐽𝑝(𝜉) evidencia la polarización del complejo superoxo de cobre 

antes de que el hidrógeno sea transferido desde la DP, y el segundo máximo de 𝐽𝑝(𝜉) 

da cuenta de la polarización principalmente de la DP cuando el hidrógeno ya ha sido 

transferido.  

  
Figura 24: Flujo de polarización para la supermolécula y los dos fragmentos en R1 

y R2. En cada perfil, los gráficos NCI son mostrados para los máximos de cada 

𝑱𝒑(𝝃). 

(a) (b) 
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La Figura  25 a y c muestra los gráficos NCI para las estructuras en la coordenada de 

reacción donde se encuentra el primer máximo de 𝐽𝑝(𝜉) para la reacción R1 y R2, 

respectivamente. En ambas reacciones se puede evidenciar una fuerte interacción 

debido a un enlace de hidrógeno momentaneo entre el hidrógeno unido al Cβ de la 

dopamina y el oxígeno distal del complejo superoxo. Antes de la HAT, el superoxo 

incrementa el ángulo Cu-O-O para mejorar la interacción con la DP y lograr acercarse 

al hidrógeno, esta distorción en la estructura del superoxo podría explicar la 

polarización del complejo superoxo. 

Figura  25: Interacciones no covalentes para las dos estructuras en los dos máximos 

de 𝑱𝒑 para las reacciones R1 y R2. A la izquierda se visualiza la estructura en la 

coordenada de reacción para el primer máximo de 𝑱𝒑 antes de la HAT y a la derecha se 

muestra la estructura de la supermolécula en la coordenada para el segundo máximo de 

𝑱𝒑 después de la HAT. 
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En el segundo pico de 𝐽𝑝(𝜉), el hidrógeno del Cβ la DP ya ha sido transferido al 

superoxo de cobre (II) y por lo tanto hay una gran polarización en estas especies, 

especialmente en el Cβ la DP que se ha convertido en un radical. La Figura  25 b y d 

muestra los gráficos NCI para las estructuras en la coordenada de reacción donde se 

encuentra el segundo máximo de 𝐽𝑝(𝜉) para la reacción R1 y R2, respectivamente. En 

estas estructuras es evidenciado un segundo enlace de hidrógeno momentaneo entre el 

hidrógeno del complejo hidroperoxo y el Cβ de la DP.  

Puede ser notado desde la Figura 24, que el flujo de polarización en R2 es menor que 

en R1. Esto puede ser explicado porque en R2, la DP y el superoxo están unidos por el 

enlace de hidrógeno conduciendo a una HAT con una menor distorcion en las 

estructuras y por lo tanto a una menor intensidad en el flujo polarización.  

Es importante mencionar que aunque la HAT ocurre de forma sincrónica como fue 

mencionado anteriormente, el flujo de polarización puede separar e identificar con 

precisión los eventos en ambas reacciones: la polarización del superoxo antes de la 

HAT y la polarización en el Cβ de la DP despues de la HAT. Por otra parte, podemos 

concluir que aunque las reacciones se lleven a cabo mediante mecanismos diferentes, 

el flujo de polarización es similar en ellas.  

 

3.3.6.2. Flujo de transferencia 𝑱𝒕(𝝃) 
 

  
Figura 26: Flujo de transferencia para la supermolécula y los dos fragmentos en 

R1 y R2.  

 

La Figura 26 muestra el flujo de transferencia a lo largo de la coordenada de reacción 

para la supermolécula y los dos fragmentos en R1 y R2. En R1, el flujo de transferencia 

para la supermolécula representado en la curva azul, muestra principalmente un pico 

característico en la región del TS y dos picos negativos menores, uno dejando la región 

(a) (b) 
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de los reactantes y otro iniciando la región de los productos. Se puede observar que 

todos los picos son contribuidos por ambos fragmentos, sin embargo, el fragmento 1 

que corresponde al superoxo de cobre presenta la mayor contribución. Por otro lado, la 

Figura 26 b muestra el flujo de transferencia para la supermolécula y los dos fragmentos 

en R2. Si comparamos las dos gráficas a y b, podemos observar que el flujo de 

transferenicia en R2 es diferente a R1. En R2, la curva azul muestra el flujo de 

polarización de la supermolécula donde se pueden encontrar dos picos: Un pico 

positivo leve dejando la región de los reactantes y un pico negativo característico en la 

región de TS. Similar a R1, los dos fragmentos contribuyen a cada pico del flujo de 

transferencia.  

Desde estos resultados podemos encontrar que la diferencia en el mecanismo de ambas 

reacciones se debe a la diferencia en los flujos de transferencia los cuales ocurren 

principalmente en la región del TS.  

3.3.6.3. Flujo electrónico de reacción de la supermolécula 

 

  
Figura 27: Flujo electrónico de reacción expresado en términos de polarización y 

transferencia para R1 y R2.  

 

La Figura 27 a y b muestra la representación física del REF en R1 y R2, 

respectivamente. La curva en rojo muestra el flujo de polarización total, la curva en 

azul el flujo de transferencia total y la curva en negro el flujo electrónico de reacción 

de la supermolécula.  

Como puede ser observado desde las gráficas en la Figura 27, el flujo electrónico de 

reacción en la curva negra presenta la misma tendencia que el flujo de transferencia en 

la curva azul en ambas reacciones, evidenciando que el flujo electrónico está 

principalmente asociado con efectos de transferencia electrónica, aunque los efectos de 

polarización también son importantes antes y después del TS.  

(a) (b) 
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En la Figura 27 a, es interesante notar la secuencia de los eventos. Primero se encuentra 

un pico de polarización en la región de los reactantes, posteriormente un pico de 

transferencia significativo en la región del estado de transición y finalmente un pico de 

polarización en la región de los productos. Esta reacción ejemplifica los eventos de 

polarización y transferencia de una reacción general. 

Por otro lado, podemos evidenciar que en R2, Figura 27 b, el primer pico del flujo de 

polarización contribuye al flujo total indicando que los efectos iniciales de polarización 

y transferencia son procesos espontáneos antes del TS. No obstante, en la segunda parte 

podemos ver un efecto opuesto entre un pico positivo del flujo de polarización y un 

flujo negativo del flujo de transferencia, resultante en un pico negativo del flujo total 

debido a una mayor contribución del el flujo de transferencia. Este resultado indica que 

para la R2 la formación de grupo OH del complejo superoxo de cobre es un proceso 

no espontáneo.  

Con estos resultados podemos sustentar que la diferencia entre ambos mecanismos se 

deben a diferencias en los procesos de transferencia. 

3.3.7. Descomposición química del REF 

Los resultados sobre la descomposición química del REF en términos de electrofilia 

𝐽𝜔 y dureza 𝐽𝜂 para ambas reacciones son mostrados en la Figura 28. El perfil de 𝐽𝜔 es 

mostrado junto al perfil de 𝐽𝑡 y el perfil de 𝐽𝜂 junto al de 𝐽𝑝. La Figura 28 a y b muestra 

las gráficas para R1 y la Figura 28 c y d muestra los resultados para la R2. 

La Figura 28 a muestra una curva naranja que corresponde al REF en términos de 

electrofilia para R1. Dos picos positivos superpuestos son observados entrando en la 

región del TS, estos picos pueden estar asociados a la captura del átomo de hidrógeno 

por el superoxo de cobre que es un proceso con actividad electrónica espontánea, 

Figura 21. El máximo de 𝐽𝜔 se localiza en 𝜉1 y se encuentra cerca del máximo de 𝐽𝑡 , 
esto podría indicar que la transferencia del átomo de hidrógeno podría estar mediada 

por una buena capacidad del sistema a aceptar electrones en esta región. En la región 

del TS,  𝐽𝜔 disminuye rápidamente correlacionado con el hecho de que se está 

realizando la transferencia.  

La Figura 28 b muestra una curva verde correspondiente al REF en términos de dureza. 

Dos picos son evidenciados en este perfil: Un pico negativo amplio saliendo de la 

región de reactantes y un pico positivo mediano saliendo de la región del TS. El primer 

pico negativo podría estar relacionado a la resistencia de la supermolécula a deformar 

o distorsionar su nube electrónica, posteriormente, después del TS aparece el segundo 

pico positivo indicando una mayor dureza alcanzada después de la HAT. Es importante 

mencionar que el máximo de 𝐽𝜔(𝜉) y el mínimo de 𝐽𝜂(𝜉) se alcanzan cerca de 𝜉1 donde 

se encuentra el reactivo activado que inicia el proceso de la HAT. Aunque 𝐽𝜂 ha sido 
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correlacionado con 𝐽𝑝 en varias reacciones [109], en esta reacción no se observa una 

tendencia similar en los perfiles.  

   

   

   

Figura 28: Flujo electrónico de reacción expresado en términos de electrofilia y 

transferencia (a,c) y en términos de dureza y polarización (b,d) para ambas 

reacciones (R1, R2).  

 

La Figura 28 c muestra una curva naranja que corresponde a 𝐽𝜔(𝜉) para R2, dos picos 

negativos en la región del TS indican una actividad electrónica no espontánea en 

términos de electrofilia para la HAT. En las secciones anteriores, los resultados 

muestran que el acercamiento de las especies en R2 es espontánea, lo que puede 

explicarse por una fortaleza del enlace de hidrógeno entre la amina y el superoxo, sin 

embargo, el mínimo en 𝐽𝜔(𝜉) podría indicar que la captura de electrones en R2 sea un 

proceso no espontáneo debido a la repulsión del anillo formado.  

Por otra parte, la Figura 28 d representa el 𝐽𝜂(𝜉) en la curva color verde, dos picos 

positivos son observados principalmente dentro de la región del estado de transición. 

(a) (b) 

(d) (c) 
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Estos picos podrían estar asociados a una mayor dureza cuando las especies se acercan 

y una disminución después del estado de transición, lo que soportaría los resultados 

encontrados en las secciones anteriores.  

Desde las gráficas se puede evidenciar el comportamiento balanceado entre 𝐽𝜂(𝜉) y 

𝐽𝜔(𝜉) en cada una de la reacciones a lo largo de ξ y también el comportamiento opuesto 

de  𝐽𝜂(𝜉) ó de 𝐽𝜔(𝜉) entre las dos reacciones. De la misma manera es posible evidenciar 

algunas tendencias entre los diferentes flujos. La Figura 28a y c muestra que 𝐽𝜔 

presenta una tendencia similar a 𝐽𝑡, explicando que el cambio de electrofilia puede ser 

visto como un proceso de transferencia en estas reacciones. Sin embargo, desde la 

Figura 28 b y d se puede evidenciar que no hay una tendencia similar entre 𝐽𝜂 y 𝐽𝑝 en 

estas reacciones.  

Para entender los eventos químicos que ocurren en R2, diferentes parámetros 

estructurales fueron analizados a detalle y su contribución a la energética de la reacción 

fue evaluada. La siguiente sección analiza y cuantifica los eventos en R2.  

3.3.8. Eventos químicos que conducen el mecanismo de reacción en R2. 

De acuerdo con los resultados encontrados, la reacción R2 es el mecanismo más 

probable en la DP para producir la especie hidroperoxo activa que conducirá a la 

norepinefrina. Los principales eventos químicos que conducen R2 serán descritos en 

esta sección, estos dan cuenta de los efectos estructurales y electrónicos observados. 

La Figura 29 muestra la variación a lo largo de  de los cambios estructurales más 

importantes: ángulo diedro N-Cα-Cβ-Cγ, el ángulo O-O-H y las distancias O-H, Cβ-H 

y Cβ-O.  

 

 

Figura 29: Principales cambios estructurales en R2 a lo largo de la reacción 
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La reacción inicia con un acercamiento de la DP al superoxo de cobre, este 

acercamiento involucra cambios notables en los ángulos de enlace y en las distancias 

mostradas en la Figura 29.  

El cambio más interesante es observado en el ángulo diedro Cγ-Cβ-Cα-N de la DP 

representada en la curva azul, que sufre una fuerte variación dentro de la región de los 

reactantes, el ángulo diedro incrementa 28° que consumen 14 kcal/mol de la energía 

de activación. Note que el hidrógeno en la distancia O-H, se acerca hacia el oxígeno 

desde comienzo de la reacción, pero la transferencia del hidrógeno desde el carbono es 

completada en la región del estado de transición. La energía total involucrada en estos 

rearreglos estructurales es de 24,66 kcal/mol, correspondiente a 𝑊1.  

En 𝜉1, el ángulo diedro Cγ-Cβ-Cα-N se encuentra en el máximo valor permitiendo que 

inicie el proceso de la HAT, un incremento Cβ-H es observada en la región del TS. La 

distancia Cβ-O (Cβ de la dopamina y O desde el superoxo) a lo largo de  cae con una 

razón de cambio similar a la distancia O-H hasta alcanzar un valor mínimo en el TS, 

una vez la HAT se ha completado para alcanzar los productos. El comportamiento 

acoplado de estas distancias de enlace, confirman el efecto cooperativo que empuja el 

átomo de hidrógeno hacia el sitio catalítico.  

En la región de los productos, el ángulo diedro Cγ-Cβ-Cα-N y el ángulo O-O-H sufren 

una leve disminución y posteriormente permanece constante debido a la formación del 

radical DP y el hidroperoxo de cobre, respectivamente. 

3.3.9. Comparación de la barrera libre de Gibbs calculada computacionalmente 

y la extraída de los datos experimentales. 

La Tabla 4 muestra la energía de reacción y la barrera libre de Gibbs para las cuatro 

reacciones de HAT desde la DP. 

 

 R1 R2 R3 R4 R1(p) R2(p) 

∆𝐆≠ (kcal/mol) 30,40 25,23 29,98 28,98 28,21 25,84 

∆𝐆° (kcal/mol) 15,80 11,72 15,29 14,48 14,92 12,77 

Tabla 4: Energía libre de Gibbs para las cuatro reacciones de HAT estudiadas. 

Consistente con los datos anteriores, la reacción R2 presenta la menor barrera libre de 

Gibbs de todas las reacciones, con un ∆G≠ =25,23 kcal/mol en fase gaseosa y de 

∆G≠ =25,84 kcal/mol simulando el medio proteico.  

 

La barrera encontrada es consistente con diferentes valores teóricos reportados para la 

HAT de sustratos de las MBC ó de compuestos sintéticos similares. Solomon y 

colaboradores en 2016 [9] obtuvieron una barrera de HAT para la formilglicina de 

∆G≠ =22,2 kcal/mol catalizada por un modelo de la enzima PHM. Kunishita y 
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colaboradores en 2012 [48] reportaron un ∆G≠ = 21,8 −  29,9 kcal/mol para la HAT 

intramolecular del compuesto 1-(2-fenetilo)-5-[2-piridil]-1,5-diazaciclooctano, que 

simula el sitio activo de las MBC. Finalmente, Wang en 2019 [15,135] reportó un 

∆E≠ =  26,1−37,5 kcal/mol para la HAT desde el ácido hipúrico catalizado por la 

enzima PHM. Estos resultados indican que la HAT desde un enlace C-H catalizado por 

las MBC presenta una barrera superior a 20 kcal/mol.  

Experimentalmente, la barrera libre de Gibbs extraída desde la 𝑘𝐶−𝐻 para la HAT es 

de ∆G≠ ~14 kcal/mol [9,136]. La barrera calculada teóricamente y la experimental 

tienen una diferencia de 11,84 kcal/mol que puede ser atribuida a las aproximaciones 

realizadas experimentalmente para calcular la constante catalítica de un solo paso y a 

la energía de estabilización de la enzima completa que no es considerada en nuestro 

modelo.  
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3.4 PASOS SIGUIENTES EN EL MECANISMO PROPUESTO POR 

SOLOMON 

Los siguientes pasos del mecanismo general para las MBC propuesto por Solomon y 

colaboradores, son resumidos en las siguientes subsecciones.  

3.4.1 Reenlace del radical dopamina al hidroperoxo de cobre (II) 

Siguiendo el mecanismo planteado por Solomon [9,117], el siguiente paso de la 

reacción es el enlace del carbono radical del sustrato (Cβ de la DP)  sobre el oxígeno 

no protonado del hidroperoxo de cobre (II) para formar el enlace C-O en el sustrato. 

La Figura 30 muestra el reenlace de la DP sobre el complejo hidroperoxo de cobre (II).  

 
Figura 30: Reenlace del radical DP sobre el complejo hidroperoxo de cobre (II) 

 

Iniciando desde el producto de la reacción anterior de HAT en R2, el hidroperoxo de 

cobre se encuentra interactuando con la DP, por medio de un enlace de hidrógeno. Una 

condición necesaria para que pueda ocurrir la reacción de reenlace es que la DP pierda 

el enlace de hidrógeno con el hidroperoxo de cobre (II) exponiendo el carbono β de la 

dopamina como se muestra en la Figura 31.  

Producto reacción de HAT in R2 Complejo reactivo para el reenlace 

  

Figura 31: Conversión desde el producto de la HAT in R2 hasta el complejo reactivo para 

el reenlace de la dopamina en el hidroperoxo de cobre (II).  
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Entre las dos estructuras, la conformación con el enlace de hidrógeno entre las especies 

es la de menor energía.  La diferencia entre las dos conformaciones es de ∆G∘ = 7,69 

kcal/mol en fase gaseosa y de ∆G∘ = 6,18 kcal/mol considerando el medio proteico. 

Una vez se rompe el enlace de hidrógeno se puede llevar a cabo el reenlace.  

En la reacción de reenlace, el carbono β de la dopamina se enlaza al oxígeno no 

protonado del hidroperoxo, esta formación de enlace está compensada por el 

rompimiento homolítico del enlace oxígeno – oxígeno. Las estructuras optimizadas 

para los reactantes, estado de transición y productos son mostrados en la Figura 32. En 

el estado de transición es posible evidenciar que el enlace Cu-S se rompe debido a que 

el oxígeno protonado se acerca al cobre para enlazarse. La metionina es un ligando 

lábil que se ve desplazada por el oxígeno que es una base más dura. También, desde 

reactivos a productos, es posible evidenciar el cambio de geometría del complejo, 

iniciando con una geometría tetraédrica en el reactivo hasta una cuadrado planar 

distorsionado en el producto.  

Complejo reactivo TS Producto 

 

  

Figura 32: Estructuras optimizadas para el reactante, ts y producto de la reacción de 

reenlace del radical DP al hidroperoxo de cobre (II). 

 

La barrera encontrada para el reenlace del radical dopamina es de ∆G≠ =

 17,01 kcal/mol y la energía libre de reacción es de ∆G∘ =  −43,43 kcal/mol en fase 

gaseosa. Empleando estas estructuras y considerando el modelo PCM se tiene una 
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barrera de ∆G≠ =  13,64 kcal/mol y un ∆G∘ =  −47,10 kcal/mol. Solomon y 

colaboradores reportan el reenlace para el radical formilglicina con una ∆G≠ =

 10,1 kcal/mol y una ∆G∘ =  −36,9 kcal/mol.  

3.4.2 Transferencia electrónica acoplada a un protón a la especie  CuM
II (OH)(▪OR) 

El siguiente paso dentro del mecanismo planteado por Solomon es la transferencia 

electrónica acoplada a protón (PCET, por sus siglas en inglés) hacia la especie 

CuM
II (OH)(▪ODp). Estos autores plantean que simultáneamente ocurre una segunda 

semirreacción que es la transferencia de electrones entre los átomos de cobre. Las dos 

semirreacciones que se llevan a cabo son detalladas en la Figura 33. 

1. CuM
II (OH)(▪ODp) + e− + H+ → CuM

II (OH2)(ODp) 

 

2. CuH
I + H2O → CuH

II(OH2) + e− 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33 Arriba: Transferencia electrónica acoplada a protón (PCET) a la especie 

CuM
II (OH)(▪ODp) para formar la CuM

II (OH2)(ODp). Abajo: Oxidación del centro de 

cobre CuH
I  a CuH

II. 

+ e− + H+ 

+ 
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Solomon y colaboradores, estudiaron diferentes procesos de TE y PCET a la especie 

CuM
II (OH)(▪OR), encontrando que la PCET concertada para formar la especie 

CuM
II (OH2)(OR) es la reacción más favorecida. En su estudio encontraron que la 

energía libre de Gibbs total de las dos semirreacciones es de ∆G∘ =  −14,9 kcal/mol. 

En nuestro sistema empleando DP como sustrato la energía libre de Gibbs total de las 

dos semirreacciones es de ∆G∘ = −30,92 kcal/mol en fase gaseosa, donde las 

semirreacciones 1 y 2 presentan ∆G∘ =  −237,88 kcal/mol y ∆G∘ = 206,96 kcal/mol, 

respectivamente. Y considerando el modelo PCM la energía libre de Gibbs total es de 

∆G∘ =  −49,81 kcal/mol, donde las semirreacciones 1 y 2 presentan ∆G∘ =  −181,75 

kcal/mol y ∆G∘ = 131,93 kcal/mol, respectivamente. 

3.4.3. Transferencia protónica intramolecular (TPi) en CuM
II (OH2)(OR)  

Desde el complejo CuM
II (OH2)(OR), es fácil identificar que una TPi desde el ligando 

OH2 a ODp- puede conducir al producto hidroxilado de DP. Esta transferencia 

protónica intramolecular ocurre con un ∆G∘ =  −13,54 kcal/mol y con una barrera de 

∆G≠ =  6,64 kcal/mol en fase gaseosa y con un ∆G∘ =  −10,73 kcal/mol y con una 

barrera de ∆G≠ =  5,23 kcal/mol considerando el modelo PCM. Es interesante 

observar que la TPi debilita el enlace Cu-O(Dp) desde 1,896 Å en el reactante hasta 

2,175 Å en el TS y a su vez disminuye el enlace Cu-S desde 3,219 Å en el reactante 

hasta 3,018 Å en el TS. En el producto, el diedro de la etilamina en la DP rota para 

interactuar con el complejo de cobre. 

Complejo reactivo TS Producto 

  

 

Figura 34: Estructuras optimizadas para el reactante, ts y producto de la reacción de 

TPi en el CuM
II (OH2)(OR). 
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Finalmente, el rompimiento de la norepinefrina desde el sitio activo de CuM
II  es un 

proceso exotérmico con un ∆G∘ = −12,60 kcal/mol en fase gaseosa. 

3.4.4. Diagrama energético para la hidroxilación de la DP empleando el 

mecanismo de Solomon.   

La Figura 35 resume el diagrama energético para la hidroxilación de la DP empleando 

el mecanismo de las MBC propuesto por Solomon y colaboradores. Las energías están 

calculadas en base a la enzima reducida representada por el complejo CuM
1+(OH2). De 

acuerdo con los resultados, la barrera libre de Gibbs para la hidroxilación de DP 

catalizada por el modelo de las MBC es de ∆G≠ =42,92 kcal/mol en fase gaseosa y de 

∆G≠ =35,77 kcal/mol considerando el modelo PCM. La energía libre de Gibbs de la 

reacción total es de ∆G∘ =-74,57 kcal/mol en fase gaseosa y de ∆G∘ =-75,16 kcal/mol 

considerando el modelo PCM. Estos resultados indican que la solvatación del medio 

proteico estabiliza el sistema, disminuyendo la barrera y la energía libre de Gibbs de la 

reacción.   

 
Figura 35: Diagrama de energía libre de Gibbs para la hidroxilación de dopamina.   

 

El valor de la barrera de la reacción (∆G≠ =35,77 kcal/mol) es consistente con el valor 

encontrado por Solomon y colaboradores para la hidroxilación de la formilglicina 

(∆G≠ =31,7 kcal/mol). Por otra parte, como fue indicado anteriormente, también fue 

evaluado un mecanismo alternativo para el paso de la HAT desde el ascorbato.  
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3.5. ABSTRACCIÓN DEL ÁTOMO DE HIDRÓGENO DESDE EL 

ASCORBATO 

 

Durante el desarrollo de esta tesis, un nuevo mecanismo para la hidroxilación del 

sustrato en las monooxigenasas binucleares de cobre (DβM y PHM) ha sido propuesto 

por Wang y colaboradores [15]. Estos investigadores realizaron simulaciones 

multiescala para demostrar un mecanismo acoplado de estas enzimas. Empleando 

cálculos QM/MM, los autores descartan que la especie superoxo de cobre (II), 

𝐶𝑢𝑀
2 (O2

−1), pueda abstraer un átomo de hidrógeno desde el sustrato debido a que 

presenta una barrera de energía alta (>22,2 kcal/mol [9,27,117,135]) comparada con la 

encontrada experimentalmente de 14 kcal/mol [9]. En su lugar, ha sido propuesto que 

el superoxo de cobre realice la abstracción del átomo de hidrógeno desde el cofactor 

ascorbato. Estos autores simularon la reacción y encontraron una barrera de energía en 

el rango de 7,1-12 kcal/mol.  

En nuestra investigación, la barrera libre de Gibbs para las 4 reacciones de abstracción 

del átomo de hidrógeno desde el sustrato dopamina está en el intervalo de 25,23-30,40 

kcal/mol. Estos valores se encuentran dentro del intervalo reportado por Wang y 

colaboradores.  

Con el fin de comparar nuestros resultados y analizar las dos reacciones, con ascorbato 

y dopamina, decidimos estudiar la abstracción del átomo de hidrógeno desde el 

monoanión ascorbato empleando nuestro modelo representativo del sitio activo de la 

enzima.  

 

Figura 36: Reacción de abstracción del átomo de hidrógeno desde el ascorbato por el 

superoxo de cobre (II).  

Para modelar esta reacción, se eliminó la restricción de borde de fijar los carbonos 

finales en los aminoácidos del superoxo de cobre (II). De esta forma, fue posible 

encontrar los mínimos locales y un estado de transición entre reactivos y productos. 

Las estructuras optimizadas y los gráficos NCI para el complejo reactivo, el estado de 

transición y los productos son ilustradas en la Figura 37.   
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Al remover la restricción de borde en las tres estructuras: reactantes, estado de 

transición y productos, se puede observar que la metionina se desplaza hacia fuera del 

complejo, es posible que exista un cambio conformacional en la enzima cuando el 

ascorbato se une al superoxo que provoque un movimiento de la cadena unida a la 

metionina 487.  

(a) Reactante o complejo reactivo: 

 

 

 

 

 

(b) Estado de transición: 

 

(c) Producto: 

 

Figura 37: Estructuras optimizadas y gráficos NCI para reactantes, estado de 

transición y producto de la reacción de HAT desde el ascorbato. 
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En la estructura del reactante, se puede observar que la unión del monoanión ascorbato 

al superoxo de cobre (II) se da a través de dos puentes de hidrógeno: el primero formado 

entre un hidrógeno del imidazol y el oxígeno carbonílico del ascorbato y el segundo 

formado entre un hidrógeno del imidazol de la segunda histidina y el oxígeno cargado 

negativamente del ascorbato. En este complejo reactivo, el ascorbato retira ligeramente 

densidad electrónica del complejo, generando que el cobre se encuentre levemente más 

positivo. La diferencia de carga del cobre en el complejo-ascorbato versus la del 

complejo aislado es de 0,024. 

La interacción entre el ascorbato y el superoxo produce una deformación en el 

superoxo. Desde la Figura 37 a es posible observar que la distancia entre el cobre y el 

oxígeno distal es de 2,017 Å y la del Cu-O proximal es de 1,988 Å, esto indica que hay 

una coordinación bidentada (𝜂2) del oxígeno al cobre. El ángulo Cu-O-O es de 72,32° 

y la multiplicidad encontrada para este sistema es triplete. La especie singlete fue 

encontrada con mayor energía que la especie triplete y en ambas estructuras la función 

de onda fue verificada con un cálculo de estabilidad. Aunque anteriormente, se 

encontró que la coordinación bidentada del oxígeno al cobre está vinculada a un estado 

fundamental singlete, es importante mencionar que, en este caso, el complejo reactivo 

formado con el anión ascorbato presenta una multiplicidad triplete.  

Complejos modelos del superoxo cobre con una coordinación bidentada del oxigeno 

𝜂2 − 𝑂2 al cobre y multiplicidad triplete, también han sido evaluados como 

intermediarios responsable de la abstracción del átomo de hidrógeno desde enlaces C-

H [117,137]. En estos modelos se reporta que los enlaces Cu-O se encuentran opuestos 

a los enlaces Cu-N en una geometría casi cuadrado plana [117]. Como se puede 

evidenciar en la estructura optimizada en la Figura 37 a el complejo reactivo-ascorbato 

presenta una geometría muy distorsionada casi cuadrado planar. 

La distorsión que presenta el complejo superoxo de cobre por el ascorbato, también se 

puede observar en un aumento en la distancia del enlace Cu-S (2,981 Å) comparada 

con la del superoxo de cobre (II) aislado (2,630 Å) o en presencia de dopamina (2,429 

Å). Debido a que el ascorbato retira densidad electrónica del cobre, este prefiere 

coordinar el oxígeno distal sobre el azufre probablemente a que el oxígeno es una base 

más dura sobre el azufre que es un donor débil de electrones. 

La estructura optimizada del producto de la reacción es mostrada en la Figura 37 c. En 

esta estructura el cobre se coordina a los 4 ligandos (dos histidinas, 1 metionina y el 

hidroperoxo) formando una estructura tetraédrica distorsionada, los enlaces Cu-

X(X=N, S, y O) y el ángulo Cu-O-O se encuentran dentro de los parámetros normales 

de un hidroperoxo de cobre aislado.  

En esta estructura, el ascorbato se encuentra interactuando con el hidroperoxo de cobre 

por medio de un enlace de hidrógeno entre el oxígeno del ascorbato desde donde se 

transfiere el hidrógeno, y el hidrógeno que se ha transferido al hidroperoxo. En el 
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producto, el ascorbato se ha desplazado con respecto al reactivo y por lo tanto los 

enlaces de hidrógeno entre estas dos especies son más débiles.  

La estructura optimizada del estado de transición factible para esta reacción es 

mostrada en la Figura 37 b. Puede evidenciarse que la estructura del producto y del 

estado de transición son muy similares, la geometría del complejo es tetraédrica y el 

ascorbato se encuentra interactuando con el superoxo a través de enlaces de hidrógeno 

débiles.  El ángulo Cu-O-O es de 75,99° y el enlace Cu-O distal es de 2,089 Å, estos 

parámetros indican una coordinación bidentada del oxígeno sobre el cobre, y por lo 

tanto un estado de transición donde el cobre estaría coordinado a cinco ligandos. Esta 

estructura presentó una frecuencia imaginaria débil de -147,5 cm-1, dificultando 

estudiar la reacción mediante un cálculo IRC.  

La barrera libre de Gibbs para la abstracción del átomo de hidrógeno desde el ascorbato 

por el superoxo de cobre (II) es de ∆G≠ = 16,33 kcal/mol. De acuerdo con los 

resultados anteriores, la abstracción del átomo de hidrógeno desde el ascorbato es 

energéticamente más favorable que desde el sustrato dopamina. Aunque este 

mecanismo alternativo es viable teóricamente, experimentalmente no se ha encontrado 

que el ascorbato se encuentre cerca del CuM y por lo tanto, estudios experimentales 

adicionales son necesarios [14].  

3.5.1. Perfiles de Energía y Fuerza de Reacción 

 
Con el fin de obtener un perfil de energía aproximado de la reacción y racionalizar esta 

energía, se siguieron las siguiente etapas: 

 

Etapa 1: Se escanea una coordenada de la reacción que permita observar el proceso de 

la HAT. Esta coordenada es la distancia entre el O distal del superoxo y el hidrogeno 

abstraído del ascorbato, distancia O47-H67 en la Figura 38.  

 

 

Figura 38: Coordenada escaneada (distancia O47-H67) en la reacción de HAT 

desde el ascorbato al superoxo de cobre. 
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Computacionalmente el scan inicia desde la estructura del producto hasta finalizar en 

el reactante. Las siguientes gráficas presentadas en este documento son ajustadas a 

comodidad para que la coordenada inicie desde el reactivo y finalice en el producto. 

 

La Figura 39 muestra el scan obtenido para la reacción de HAT desde el ascorbato al 

superoxo de cobre. El scan muestra una buena representación del cambio de energía 

potencial desde el reactante, pasando por el punto más alto que corresponde al estado 

de transición y finalmente llegando al producto. Sin embargo, es posible evidenciar un 

pozo potencial pequeño antes de llegar al estado de transición. En esta región fue 

verificado el valor propio del spin < 𝑆̂2 >= 2.0 correspondiente a la multiplicidad 

triplete en la que se lleva a cabo toda la reacción. Por lo tanto, la contaminación de spín 

por un cruce entre sistemas de diferentes multiplicidades es descartado.  

 

Figura 39: Perfil de energía potencial obtenido desde el scan de la distancia entre el 

O distal del superoxo y el hidrogeno abstraído del ascorbato, distancia O47-H67. 

En el mínimo del pozo potencial se encontró un intermediario que se origina debido a 

una distorsión en el complejo de cobre. En este intermediario mostrado en la Figura 

40, el enlace Cu-S se rompe, y se forma un enlace entre el Cu y el O del ascorbato.  

Debido a que en la enzima hay restricciones de movimiento que conservan la esfera de 

coordinación del complejo de cobre es probable que no se forme este intermediario y 

sea necesario incluir algunas restricciones en la estructura del complejo. Para escanear 

la superficie sin la formación de este intermediario se realizaron dos pruebas. 
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Figura 40: Intermediario generado en el pozo de energía potencial. Se observa un 

cambio en la esfera de coordinación del cobre.  

Figura 41: Perfiles de energía potencial obtenidos desde el scan de la distancia O47-

H67. En la curva morada, se fijó el enlace Cu-S y en la curva verde se fija el diedro 

formado entre los átomos coordinados al cobre.  

 

Etapa 2: Se realizan dos scan empleando la misma coordenada anterior, pero en el 

primer scan se fija la distancia Cu-S y en el segundo scan se fija el diedro formado 

entre los átomos unidos al cobre (O-S-N-N).  

La Figura 41 muestra una curva morada para el scan fijando el enlace Cu-S y una curva 

verde para el scan fijando el diedro de átomos coordinados al cobre (O-S-N-N). En 

ambas curvas es posible evidenciar que la HAT desde el ascorbato al superoxo de cobre 

se lleva a cabo sin la formación del intermediario anterior indicando que la HAT es 

posible sin un cambio en la esfera de coordinación del cobre. El scan fijando el enlace 
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Cu-S logra mejorar el perfil de energía indicando que la deformación de este enlace es 

responsable de gran parte del pozo de energía potencial.  La diferencia de energía entre 

el scan sin restricciones y el scan fijando el enlace Cu-S, representado en la curva color 

amarilla, aísla el efecto de este enlace en el pozo potencial. Las diferencias de energía 

más altas son encontradas en el mínimo del pozo potencial y en el salto brusco de 

energía finalizando el pozo potencial.     

Desde las dos gráficas también es posible observar una discontinuidad antes de llegar 

al estado de transición donde la energía aumenta abruptamente y un salto de la energía 

es generado. Analizamos las estructuras en esta zona representadas en la Figura 42, en 

donde se evidencia un cambio en la interacción entre las dos especies. Un enlace de 

hidrógeno entre (Ascorbato)O-HN(His) se rompe y se forma un enlace (Ascorbato)O-

HC(His). El cambio de una estructura a otra se da abruptamente en el scan lo que 

produce un salto en la energía potencial.  

  

Figura 42: Estructuras antes y después del salto de energía en el scan. La diferencia 

entre ambas estructuras es el rompimiento de un enlace oxigeno-HN(His) y la posterior 

formación de una interacción oxigeno-HC(His).  

La coordenada escogida para escanear la reacción puede identificar adecuadamente el 

cambio de energía entre las especies, logrando recuperar cerca del 80% de la 

coordenada real de reacción, sin embargo, no sustituye la coordenada de la reacción de 

un cálculo IRC en donde más de una coordenada de la reacción permite que se lleve a 

cabo una transición suave entre reactantes, estados de transición y productos. Con el 

fin racionalizar la energía, propusimos un perfil de energía potencial basado en los 

gráficas anteriores en donde se empleó una interpolación en el pozo de energía 

potencial.  

Etapa 3: La Figura 43 muestra una curva azul que muestra el perfil sugerido para la 

HAT desde ascorbato al superoxo de cobre y una curva morada que presenta la fuerza 

de reacción. En este perfil es posible observar un aumento continuo de la energía desde 

el reactante hasta el estado de transición y posteriormente una caída pronunciada desde 

Rompe 

Forma 
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el estado de transición hasta el producto. La forma del perfil produce una amplia región 

de los reactantes y una estrecha región de los productos.  

  
Figura 43: Perfiles de energía y fuerza de reacción de la HAT desde ascorbato al 

superoxo de cobre.  

La Tabla 5 resume la energética de la reacción y los trabajos de reacción obtenidos para 

la HAT desde ascorbato al superoxo de cobre. La barrera de reacción para esta reacción 

es de ∆𝐸≠=16,51 kcal/mol que es menor a las barreras encontradas en las reacciones 

anteriores R1, R2, R3 y R4 con barrera de 31,61 , 26,44 , 32,35 y 29,16 kcal/mol, 

respectivamente. El porcentaje de energía estructural 𝑊1 en la energía de activación es 

del 77,59% similar al de dos reacciones {R1, R3} en la HAT desde la dopamina.   

Parámetro ∆𝐸≠ ∆𝐸° 𝑊1 𝑊2 𝑊3 𝑊4 
HAT desde ascorbato 16,51 -0,66 12,81(77,59%) 3,7(22,41%) -11,07 -6,1 

Tabla 5: Energética y trabajos de reacción para la HAT desde ascorbato al superoxo 

de cobre. En paréntesis se detalla el porcentaje de la ∆𝑬≠ asociado a cada trabajo de 

reacción. Los valores son reportados en kcal/mol 

El trabajo estructural en esta reacción es debido al acercamiento del ascorbato al 

superoxo lo que produce cambios en la interacción entre las dos especies. En el 

reactante, Figura 37 a, las dos especies interactúan formado dos enlaces de hidrógeno, 

el primero entre el oxígeno carbonílico del ascorbato con el hidrógeno H-N(His) de 

una de las histidinas y el segundo entre el oxígeno aniónico del ascorbato con el 

hidrogeno H-N(His) de la otra histidina. En la región de reactantes el ascorbato se 

acerca al superoxo de cobre rompiendo la interacción de hidrógeno entre el oxígeno 

aniónico del ascorbato con el hidrogeno H-N(His) de la histidina y en su lugar el 

oxígeno aniónico interactúa con el hidrogeno H-C(His) de la histidina. Este 

acercamiento del ascorbato y el cambio de interacciones entre las dos especies consume 

12,81 kcal/mol.  
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Figura 44: Órdenes de enlace de Mayer para la reacción de HAT desde el ascorbato 

al superoxo de cobre. A la izquierda se encuentra la estructura con la numeración 

atómica para lograr una mejor comprensión de los enlaces que se describen.  

En la región del estado de transición se inicia la trasferencia del hidrógeno desde el 

ascorbato al superoxo de cobre (II). La Figura 44 muestra la variación de los órdenes 

de enlace de Mayer a lo largo de la coordenada de la reacción. Los órdenes de enlace 

empiezan a varían dentro del estado de transición, es posible evidenciar el rompimiento 

del enlace O-H desde el ascorbato en la curva de color rojo que se da simultáneamente 

a la formación del enlace O-H en el superoxo representada en la curva color negra. 

De igual forma, es posible observar el debilitamiento del enlace O-O del superoxo 

representada en la curva verde y un fortalecimiento del enlace C49-O54 del ascorbato 

desde un enlace sencillo a un enlace doble, curva morada. Al transferirse el hidrógeno 

desde el ascorbato al superoxo de cobre, el ascorbato queda de forma radicalaria, este 

radical se estabiliza dentro del ciclo de cinco miembros del ascorbato. Ocurre una 

reorganización electrónica en donde el C50-O55 forman un enlace doble, curva color 

azul; el enlace C49-C50 disminuye el orden de enlace, curva naranja y se fortalece el 

enlace C49-O54. 

Como se evidenció a lo largo de esta sección, estudiar la HAT empleando este modelo 

permite conocer las interacciones puente de hidrógeno entre el ascorbato y el superoxo 

de cobre que no son detalladas o descritas en la reacción de HAT presentada por Wang, 

además permite conocer la naturaleza física de la energética de la reacción a través de 

los trabajos de reacción.    

 

Hidroperoxo de cobre 

Radical ascorbato 
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3.6. SIMULACIÓN DE LA DOPAMINA BETA MONOOXIGENASA 

MEDIANTE SIMULACIONES DE DINÁMICA MOLECULAR. 

De forma complementaria, en este trabajo se estudió la interacción inicial entre la DP 

y la enzima reducida debido a que las investigaciones [16,29] convergen a que la DP 

se acopla a la enzima antes de la unión del oxígeno molecular al CuM. Para ello, se 

preparó toda la enzima, se acopló la DP y finalmente se evaluó todo el sistema mediante 

dinámica molecular. 

Al acoplar la DP en el sitio de CuM − H2O, fue posible observar un enlace de hidrógeno 

entre la THR413 y la dopamina, esta estructura fue optimizada en Gaussian para 

entender mejor el rol de esta interacción.  

 

Figura 45:  DP y el ácido ascórbico acoplado en la DβM usando AutoDock Vina.   

La estructura optimizada a un nivel B3LYP/def2-TZVP con dispersión empírica GD3 

es ilustrada en la Figura 46. 

Mediante NCI se corroboró el enlace de hidrógeno entre las dos especies (Figura 46) y 

por medio del potencial electrostático es posible entender que la zona menos positiva 

en el sitio activo es el oxígeno de la THR413 y por lo tanto es la zona más probable 

que interactúe con la dopamina. Aunque la zona más positiva en la dopamina es la 

amina protonada, la dopamina interactúa mediante el hidrógeno del grupo hidroxilo en 

posición para, es probable que la amina interactúe con otro residuo de la enzima. 

 

Met487 

His414 

His412 

Thr413 

Dopamina 
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Figura 46:  (a) Estructura optimizada de 𝐂𝐮𝐌 − 𝐇𝟐𝐎 con THR413 y dopamina 

acoplada. (b) Interacciones no covalentes del complejo  𝑪𝒖𝑴 − 𝑯𝟐𝑶,  THR413 y 

dopamina (c) Potencial electrostático del 𝑪𝒖𝑴 − 𝑯𝟐𝑶, THR413 y dopamina. 
 

Para entender la reactividad entre estas dos moléculas fue calculado el potencial 

químico, la dureza y la electrofilia global de los dos fragmentos. Los resultados son 

mostrados en la Tabla 6.  

 𝝁 𝜼 𝝎 ∆𝑵𝒎á𝒙 

Dopamina -0,2566 0,0697 0,4724 3,68 

Complejo de cobre -0,2086 0,0942 0,2310 2,21 

Tabla 6: Índices globales para la dopamina acoplada al complejo de Cu. 

De acuerdo con los resultados existe una transferencia de carga electrónica parcial 

desde el complejo de cobre a la DP (𝝁𝒄𝒐𝒎𝒑𝒍𝒆𝒋𝒐 > 𝝁𝒅𝒑 y  𝝎𝒅𝒑 > 𝝎𝒄𝒐𝒎𝒑𝒍𝒆𝒋𝒐).  

Adicionalmente, según la dureza, el complejo de cobre no deformará su nube 

electrónica tan fácil como la DP.  

Para corroborar la transferencia de carga parcial entre las dos moléculas, fueron 

calculadas las cargas de cada fragmento en la supermolécula. La carga de la dopamina 

fue de 0,94 y del complejo fue de 1,06. Estos resultados indican que hay una 

transferencia de carga total de 0,06 desde el complejo de cobre a la dopamina. 

 

0.0 0.150 (a) (b) (c) 
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Tabla 7: Cargas atómicas en la dopamina y en el complejo de cobre. 

𝒒𝒇𝒓𝒂𝒈 = Carga atómica en el fragmento, 𝒒𝑺𝒖𝒑𝒆= Carga atómica en la supermolécula. 

La Tabla 7 muestra los principales átomos involucrados en la transferencia de carga 

entre la dopamina y el complejo. Comparando la carga atómica en los fragmentos y la 

supermolécula (Tabla 7), es posible interpretar que el oxígeno 60,  el carbono 55 y 56 

de la dopamina han ganado carga parcial importante y el nitrógeno 22 del complejo ha 

perdido carga. Un dato interesante es que el hidrógeno R de la DP involucrado en la 

abstracción pierde carga volviéndose más positivo. Adicionalmente, es posible 

observar que el oxígeno 19 involucrado en el enlace de hidrógeno, ha ganado carga 

parcial (-0,074) y el hidrógeno de la dopamina ha perdido (0,0233). En esta interacción 

hay una transferencia local desde el hidrógeno de la dopamina al oxígeno del complejo.  

De los resultados anteriores es posible inferir que la DP se encuentra unida al 

aminoácido THR413 del sitio activo mediante un enlace de hidrógeno y adicionalmente 

existe una transferencia parcial de carga total desde el complejo a la dopamina.  

Una vez realizado el estudio de docking, se realizó la minimización y la dinámica 

molecular. En las siguientes gráficas se puede observar el avance de la energía del 

sistema, la presión, el volumen y la temperatura durante 1,6 ps. En todas las gráficas 

es posible resaltar que la estabilidad de estos parámetros se alcanza alrededor de los 

250 ps.  

Desde el archivo de salida fue posible observar que la DP efectivamente se encuentra 

acoplada al sitio de CuM − H2O mediante el aminoácido THR413, sin embargo, a 

medida que avanza el tiempo la dopamina se desacopla de este sitio, lo que 

probablemente sucede debido a que la transferencia de carga entre las dos especies es 

débil. Estos resultados sugieren que la interacción de la DP con la enzima es débil y 

probable que esta interacción se rompa para que la DP pueda acoplarse al CuM − O2
∙− 

en el segundo paso de la reacción general.  

 

ÁTOMO 𝒒𝒇𝒓𝒂𝒈 𝒒𝑺𝒖𝒑𝒆 𝒒𝑺𝒖𝒑𝒆−𝒇𝒓𝒂𝒈  
O19 (THR) -0,592 -0,666 -0,074 

O60  (DP) -0,653 -0,702 -0,048 

H73 = 𝐻𝑅  (DP) 0,215 0,251 0,037 

N22  (THR) -0,612 -0,576 0,036 

C56 (DP) -0,061 -0,095 -0,034 

C55 (DP) -0,250 -0,216 -0,034 

C18 (THR) 0,660 0,636 0,024 

DOPAMINA 

THR413 
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Figura 47: Análisis de las energías (a), temperatura (b), presiones instantáneas (c) y 

densidad (d) de los 1,6 ps de dinámica molecular.  

Los resultados encontrados confirman que la dopamina se encuentra cerca del sitio 

activo de la enzima específicamente cerca del CuM − H2O y por lo tanto estaría 

disponible para continuar con un mecanismo planteado por Solomon ó por Wang.  

  

(a) (b) 

(d) (c) 
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CAPÍTULO IV. CONCLUSIONES 
 

En este trabajo de investigación se realizó un estudio teórico y computacional del 

mecanismo de hidroxilación de la DP mediada por la 𝐷𝛽𝑀.  Inicialmente se estudió la 

coordinación del oxígeno sobre el complejo de cobre (I) de la enzima y seguidamente 

se estudió la abstracción del átomo de hidrógeno desde el complejo superoxo de CuM 

al carbono β de la dopamina.  Por primera vez, el mecanismo detallado del paso de 

HAT desde DP en el mecanismo de hidroxilación ha sido explicado usando diferentes 

herramientas computacionales.  

En el primer paso de la reacción, se analizó el intercambio de ligandos entre la molécula 

de agua y el oxígeno, que fue estimado con un ∆G∘ = 6,61 kcal/mol.  La coordinación 

del oxígeno al sitio de CuM(I) fue estudiada de forma monodentada y bidentada 

concluyendo que el isómero coordinado de forma monodentada está favorecido en 

17,53 kcal/mol respecto de la forma bidentada. El análisis sobre los orbitales 

moleculares frontera demostró que esta especie se encuentra activada para realizar una 

HAT debido a que la contribución de los oxígenos al orbital SOMO es mayor al 33 %.  

En el segundo paso del mecanismo, la HAT fue examinada usando dos conformaciones 

de la dopamina que interactúan con el sitio de cobre Cu2+
M (η1 − O2·−). Hemos 

encontrado que un enlace de hidrógeno entre el hidrógeno de la amina de la DP y el 

oxígeno proximal del superoxo es un paso clave para activar la reacción de 

transferencia del átomo de hidrógeno. Aunque la HAT desde DP a Cu2+
M (O2·−) fue 

analizada por diferentes conformaciones de la dopamina, ha sido demostrado que el 

enlace de hidrógeno facilita la reacción del HAT implicando específicamente el HR de 

la DP. 

Cuatro reacciones de HAT fueron estudiadas, R1 y R3 fueron energéticamente menos 

favorables que sus equivalentes respectivas, R2 y R4 que presentan el enlace de 

hidrógeno enzima-sustrato. Sin embargo, solo R1 y R2 conducen al producto deseado, 

las otras dos conducen a un enantiómero que no es producido por la enzima. En esta 

tesis se demostró que la reacción R2 es la reacción más favorable cinética y 

termodinámicamente. 

A través del análisis del reactante activado, se logró demostrar que el enlace de 

hidrógeno enzima-sustrato disminuye los grados de libertad del complejo y produce 

una rigidez estructural que facilita la HAT y promueve la formación del radical DP. 

La actividad electrónica de las dos reacciones fue notablemente diferente. En R1, el 

REF indica espontaneidad en la actividad electrónica mientras que en R2, que conduce 

al producto correcto, la actividad electrónica es no espontánea y es inducida por fuertes 

cambios estructurales. Finalmente, los perfiles de REF de las reacciones en el medio 
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proteico son similares a aquellos en fase gaseosa indicando que la diferencia entre ellos 

debe ser atribuida a efectos de polarización impuesta por el modelo de solvatación.  

La descomposición física del REF mostró que ambos mecanismos, R1 y R2, presentan 

los mismos efectos de polarización con diferentes magnitudes. No obstante, presentan 

flujos de transferencia con comportamientos opuestos indicando que la diferencia entre 

estos mecanismos se debe a procesos de transferencia electrónica diferentes que 

ocurren dentro del estado de transición. Interesantemente, la formación del enlace O-

H es un proceso no espontáneo en la reacción más probable R2.   

Los principales eventos químicos en el paso de HAT de la conversión de DP a NP 

fueron descritos en detalle y la energética de cada uno fue cuantificada. Fue encontrado 

que el parámetro más influyente es la variación del ángulo diedro N-Cα-Cβ-Cγ de la 

DP y este es responsable por al menos 40% de la energía de activación.  

Los pasos siguientes a la HAT fueron estudiados de acuerdo con el mecanismo de 

Solomon para encontrar la barrera y la energía libre de Gibbs total de la reacción. La 

barrera libre de Gibbs total para la hidroxilación de DP catalizada por el modelo 

representativo del sitio activo de la DβM es de ∆G≠ =42,92 kcal/mol en fase gaseosa 

y de ∆G≠ =35,77 kcal/mol considerando la solvatación del medio proteico; la energía 

libre de Gibbs de la reacción es de ∆G∘ =-74,57 kcal/mol en fase gaseosa y de ∆G∘ =-

75,16 kcal/mol en el medio proteico, concluyéndose que la solvatación del medio de la 

proteína estabiliza notablemente el sistema, disminuyendo la barrera y la energía libre 

de Gibbs de la reacción.  

Un mecanismo alternativo plantea que la HAT por el superoxo de cobre puede darse 

desde el ascorbato. Aunque hemos encontrado que este mecanismo puede ser viable 

debido a una menor energía de activación, es necesario esperar que estudios 

experimentales puedan comprobar este resultado. 

Por otro lado, desde los estudios de la interacción entre la DP y el sitio de CuM − H2O 

se puede concluir que la DP se une a la enzima mediante el aminoácido THR413, se 

encontró que hay una transferencia de carga débil desde el complejo de cobre hasta la 

DP. Los resultados de DM sugieren que esta interacción (THR-DP) puede romperse 

rápidamente.
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ANEXO 1: OTRAS ACTIVIDADES 
 

1. CONGRESOS 
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ANEXOS 

 

ANEXO 2: ALINEACIÓN DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS EN 𝐌𝐁𝐂.  
 

La alineación completa de los aminoácidos para las diferentes MBC realizada por 

Vendelboe, 2016 y colaboradores demuestra los diferentes multidominios de las 

enzimas. Se destaca que el núcleo catalítico es similar para todas las enzimas y está 

unido a dominios específicos de cada enzima. El porcentaje de residuos idénticos en el 

núcleo catalítico entre MBC varía desde el 25-88 % como puede detallarse en la Tabla 

10.  

 

 

601 

aminoácidos 

 

973 

aminoácidos 

 

670 

aminoácidos 

 613 

aminoácidos  

 

Figura A1: Alineamiento global de los dominios de las enzimas hidroxilasas que 

contienen cobre. 𝐷𝛽𝑀: Dopamina 𝛽- monooxigenasa,  𝑃𝐻𝑀: Peptidilglicina 𝛼-

hidroxilasa; 𝑇𝐵𝑀: Tiramina 𝛽-monooxigenasa y 𝑀𝑂𝑋𝐷1: Monooxigenasa X. 

𝐷𝑂𝑀𝑂𝑁: Dominio N-terminal de 𝐷𝛽𝑀. 𝑃𝐴𝐿: Peptidil 𝛼-hidroxiglicina 𝛼-

amidaliasa. Imagen tomada desde [17] 
 

Tabla A1: Porcentaje de residuos idénticos en el núcleo catalítico de diferentes 

hidroxilasas. Tabla tomada desde [17]. 

 

 

 𝑫𝜷𝑴 

Bovina 

𝑷𝑯𝑴 

Humana 

𝑷𝑯𝑴 

Rata 

𝑻𝜷𝑴 

Mosca de fruta 

𝑴𝑶𝑿𝑫𝟏 

Humana 

𝑫𝜷𝑴 Humana 88 25 26 50 40 

𝑫𝜷𝑴 Bovina - 25 25 52 38 

𝑷𝑯𝑴 Humana - - 94 22 24 

𝑷𝑯𝑴 Rata - - - 22 23 

𝑻𝜷𝑴 Fruta humana - - - - 37 



ANEXOS 

 

ANEXO 3: GRÁFICOS NCI PARA LOS TS DE LAS 4 REACCIONES DE 

HAT  

La Figura  muestra las interacciones no covalentes para las cuatro reacciones 

estudiadas. En R2 y R4, una región atractiva (región azul) indica el enlace de hidrógeno 

entre la dopamina y el sitio de cobre; así mismo, una región roja anaranjada muestra la 

repulsión en el anillo de 7 miembros formado entre las dos especies, una mayor 

repulsión es observada en R4 comparada con R2. En las cuatro reacciones, regiones 

verdes indician regiones atractivas débiles entre las dos especies. En las reacciones R1 

y R3 no se evidencia interacciones adicionales.  

 
 Figura A2: Gráfica de índice de interacciones no covalentes para los estados de 

transición de las reacciones de  𝑯𝑨𝑻 en a) 𝑹𝟏 b) 𝑹𝟐  c) 𝑹𝟑 d) 𝑹𝟒. 
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Reactions? Insights from the Reaction Electronic

Flux for the Conversion of Dopamine into

Norepinephrine.
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Farmacia, Pontificia Universidad Católica de Chile, Avenida Vicuña Mackenna 4860,
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* E-mail: atola@uc.cl

Abstract

Hydrogen atom transfer (HAT) is a crucial step in the physiological conversion of

dopamine into norepinephrine catalyzed by dopamine β-monooxygenase. The way the

reaction takes place is unclear and a rational explanation on how the electronic activity

drives the HAT seems to be necessary. In this work, we answer this question using

the reaction electronic flux (REF), a DFT-based descriptor of electronic activity. Two

reaction mechanisms will be analyzed using the REF’s decomposition in polarization

and electron transfer effects. Results show that both mechanisms goes as follows: 1)

polarization effects initiate the reactions producing structural distortions; 2) electron

transfer processes take over near the transition states triggering specific chemical events

such as bond forming and breaking which are responsible to push the reactions towards

the products; 3) after passing the transition state, polarization shows up again and
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drives the relaxation process toward the product. Similar polarization effects were

observed in both reactions, but they present an opposite behavior of the electronic

transfer flux disclosing the fact that electron transfer phenomena govern the reaction

mechanisms.

1. Introduction

A chemical reaction can be understood as a sequence of structural and electronic changes

taking place along a reaction coordinate, identify and rationalize these combined structural

and electronic changes is very important since it leads to key information to understand

the reaction mechanism. The reaction electronic flux is a powerful tool that measures the

electronic activity taking place along the reaction coordinate1–12 and it can be rationalized in

terms of polarization and transfer effects.1,3–5 REF has been widely used to get insights into

the mechanism of different reactions such as proton transfer,6,7 chemisorptions,8 nucleophilic

substitutions1,3 hydrogen atom transfer,9 among other.10–12 In this research, the reaction

electronic flux will be employed to characterize a key HAT reaction carried out by the

enzyme dopamine β-monooxygenase in the conversion of dopamine into norepinephrine.13

Important physiological compounds as hormones and neurotransmitters are hydroxylated in

the organism through copper metalloenzymes. Specifically, the noncoupled binuclear copper

monooxygenases (BCM) such as dopamine β-monooxygenase (DβM) have recently received

attention due to new theoretical and experimental studies13–17 aimed at understanding their

enzymatic hydroxylation mechanism. The BCMs are characterized by presenting a catalytic

site with two non-coupled copper atoms18,19 separated by about 10-14 Å. Each copper

atom has its own coordination sphere and plays a specific role: a so called CuM binds with

two histidines, one methionine, and one solvent molecule, this is the site where the oxygen

activation and substrate-binding occur20 (See Fragment 1 in Figure 2). On the other hand,

the second copper atom is coordinated to three histidines and acts as the electron relay

in the enzyme.14 The catalytic activity of DβM has been studied13,15,21 and the proposed
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mechanism indicates that the formation of a copper superoxide species on the CuM site

precedes the hydrogen atom transfer that achieves this key step of the conversion. According

to the Solomon mechanism,13 the DβM capture an oxygen molecule to form an end-on copper

superoxo complex capable of performing a selective HAT from the substrate,14,18 this step is

crucial in enzymatic hydroxylation because it determines the chirality of the final product.

This very specific and complex step of the whole reaction transforming dopamine into nore-

pinephrine, involves many different kind of chemical events which corresponds to the com-

bined changes of molecular structure and electronic density. Primary events such as bond

breaking/formation as well as secondary ones as bond weakening/strengthening turns on and

off along the reaction coordinate driving the chemical transformation. Since most of these

events take place simultaneously, it is very difficult to catch them and describe them with

precision. Nevertheless, the reaction electronic flux has proven to be a very accurate tool to

describe the electronic activity that drives chemical reactions,1–12 this is the reason why it

will be used as a main instrument of analysis in this research.

 

  Dopamine  +  copper superoxo complex             Dopamine radical + copper hydroperoxo complex 

+ CuM(O2    ) H

HAT STEP

H

GENERAL REACTION

D��

HO

HO

NH3
+

HH

+ Ascorbate + O2

Dopamine (DP)

HO

HO

NH3
+

OHH

+ Dehydroascorbic acid + H2O

Norepinephrine (NP)

+ [CuMO2]+1

H

HO

HO

NH3
+

H

HO

HO

NH3
+

H

Figure 1: General hydroxylation reaction from dopamine to norepinephrine catalyzed by
DβM, and HAT step from dopamine to copper superoxo complex on DβM to produce
dopamine radical and copper hydroperoxo complex
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Figure 1 shows the HAT step from dopamine to the copper superoxo complex on the DβM,

the latter abstracts the hydrogen atom (highlighted in red) from the β carbon (Cβ) of

dopamine to form a copper hydroperoxo complex (CuMO2H) and radical dopamine which

later will capture a hydroxyl group to become norepinephrine. It seems that DβM may

catalyze many other reactions that involve, like dopamine, a basic phenylethylamine skeleton

that facilitates the formation of a hydrogen bond with the enzyme.22 In fact, we will see that

a hydrogen bond between dopamine and the superoxide species reduces the energetic barrier

for HAT.

In this work, we provide a detailed analysis of the electronic activity taking place in the

HAT step of the conversion of dopamine into norepinephrine on a representative model of

the DβM following the mechanism proposed by Solomon et al.13 To get more insights on

how the electronic activity drives the main step of the reaction, physical decomposition of

the REF1,5,6 in terms of polarization and transfer effects will be employed.

This article is organized as follows; in the theoretical background, section 2, the main def-

inition of physical quantities employed in this study are reminded. Section 3 gives details

on the computational methods used to characterize molecular structures along the reaction

coordinate. In Section 4, two mechanisms of HAT are discussed and in Section 5, some

conclusions are drawn.

2. Theoretical Background

2.1 Energy and Force Profiles: It is possible to obtain the minimum energy path, E(ξ),

connecting, along the intrinsic reaction coordinate (IRC=ξ), reactants, transition states and

products.23–25 First insights on the reaction mechanism are provided by the reaction force,26

F (ξ) = −dE
dξ

since its critical points split the reaction coordinate into different reaction

intervals. For one-step reactions with one transition state, the critical points of F (ξ), ξ1 and

ξ2, corresponding to minimum and maximum values of F (ξ), respectively, divide the reaction
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coordinate into three regions: the reactants (ξR ≤ ξ ≤ ξ1), transition state (ξ1 ≤ ξ ≤ ξ2) and

products (ξ2 ≤ ξ ≤ ξP ) regions. Within each reaction region, different mechanisms might

be operating.5,27–30 With the above partition, the energy associated in each region can be

quantified through reaction works that can be conveniently defined at any interval along ξ:

Wi = −
∫ ξi+δξ

ξi

F (ξ)dξ, (1)

in particular, expressions for the energy barrier, ∆E 6=, and the reaction energy ∆E◦, in terms

of reaction works associated to each reaction region are straightforwardly obtained.10,27,31–34

2.2 Reaction Electronic Flux: The reaction electronic flux is a measure of the electronic

activity taking place along ξ,1–3 it is math defined as the variation of µ along ξ:

J(ξ) = −dµ
dξ

(2)

where µ is the electronic chemical potential,35 a measure of the escaping tendency of the

electronic density from equilibrium.35,36 Conceptually, in the frame of Density Functional

Theory (DFT), the electronic chemical potential is the Lagrange multiplier used to minimize

the energy functional with respect to the total number of electrons, N . Numerical values

of µ can be obtained using the finite difference approximation37 that express the energy

change in terms of the first ionization potential IP and the electron affinity EA; further

approximation is the Koopmans theorem38 that allows to write IP and EA in terms of the

negative of the frontier molecular orbitals energies, highest occupied and lowest unoccupied

molecular orbitals, HOMO (εH) and LUMO (εL) respectively.

µ =

(
∂E

∂N

)
v(r)

≈ −1

2
(IP + EA) ≈ 1

2
(εH + εL) (3)

According to the equation above, knowledge of the frontier molecular orbital energies along

ξ, allow to characterize the profile µ(ξ), that give rise to J(ξ)1–12,31,39,40 through Equation
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(2). It has been established that positive values of REF are associated with spontaneous

electronic activity that is driving by bond strengthening and/or bond forming processes;

negative values of J(ξ) are due to non-spontaneous electronic activity which are driven by

bond weakening and/or bond breaking processes.34,40

The basics of any electronic phenomena at molecular level, indicates that it can be rational-

ized in terms of polarization and transfer so that it would be possible to propose a natural

decomposition of the electronic activity in terms of these two components:3–5,41

J(ξ) = Jp(ξ) + Jt(ξ), (4)

we call this a physical decomposition of the REF. The above partition of J(ξ) has been

studied during the last decade in many different reactions,1,4–12,41,42 its fundamental interest

lies in its ability to rationalize electronic activity as due to polarization and electronic transfer

phenomena.

Structural distortions on the reacting species can be seen as a consequence of the electronic

polarization taking place during the reaction. In this context, Jp(ξ) can be obtained through

fragmentation of the supermolecule identifying adequately the molecular species involved

and then using the counterpoint method43–45 to characterize the electronic structure of each

fragment along the actual reaction coordinate, thus obtaining their own chemical potential

and reaction electronic flux profiles. In this model, the REF determined in this way is

interpreted as a polarization flux on a given fragment due to the presence of other chemical

fragments surrounding it. The chemical potential of each fragment, at each point along ξ,

is determined using the geometry the fragment has within the supermolecule array. The

polarization flux on a given fragment i is then defined as:1,5

J (i)
p (ξ) = −

(
Ni

N

)
dµi
dξ

with Jp(ξ) =
n∑
i=1

J (i)
p (ξ), (5)

where Ni is the number of electrons on fragment i, N is the total number of electrons of the
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supermolecule and n is the number of fragments in which the supermolecule has been divided.

Then, the electron transfer flux Jt(ξ) can be calculated through the difference between J(ξ)

calculated in the IRC procedure for the supermolecule and Jp(ξ) given in Equation (5).

Moreover, it is possible to determine the flux J
(i)
t (ξ) associated to electronic transfer on each

fragment.12,41

Jt(ξ) = J(ξ)− Jp(ξ) and Jt(ξ) =
n∑
i=1

J
(i)
t (ξ), J

(i)
t (ξ) =

(
Ni

N

)
d

dξ
(µi − µ◦i ) (6)

where µ◦i is the chemical potential of fragment i in the supermolecule, however, since µ is

a global property of the system, µ◦i ≡ µ◦ for all i, with µ◦ the chemical potential of the

supermolecule. Although other decomposition of the REF based on chemical considerations

have been proposed,12,41 the above physical decomposition of the REF, in terms of polar-

ization and electronic transfer contributions, is the most basic partition since it is not based

on hypotheses or assumptions on the system under study. Polarization and transfer effects

taking place during a chemical reaction and identified through the REF, produce a quite

detailed picture on the electronic activity driving the reaction.

3. Computational Methods

To study the HAT step from dopamine to the copper superoxo complex on the DβM, a

representative and reduced model of the active site of DβM was employed. This model

has been used previously by Solomon and co-workers13,18,46,47 to examine the full mech-

anism of monooxygenases. The cluster model describes the superoxo copper complex on

the DβM, built up including three amino acids (His412, His414, and Met487) linked to the

CuM . Initial structures of amino acids were obtained from Protein Data Bank PDB-4ZEL,48

and the whole system including the aminoacids, the copper atom, an oxygen molecule and

dopamine was fully optimized at the B3LYP/6-311g(d,p) level theory using Gaussian 16 soft-
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ware package.49–51 The B3LYP functional has been widely used to describe the mechanism of

binuclear copper monooxygenases,13,15,21,52 copper metalloenzymes,46 and synthetic copper

complexes,14,47,53–55 generating reliable outcomes of geometry and energy computations that

agree with experimental data.20,46,56 To evaluate the effect of dispersion we have performed

calculations using D3 method57 at the three key points along the reaction coordinate these

are reactants, transition state and product, quite small changes in the activation and reac-

tion energies were observed.

In this research, two possible mechanisms for the HAT reaction will be considered, in which

the conformations of dopamine facing the superoxo complex are displayed in Figure 2. Al-

though, both reactions lead to the same dopamine radical as an intermediate, which through

subsequent steps will lead to the R norepinephrine enantiomer, in R1, dopamine and the

superoxo copper complex are not bonded whereas in R2 there is a hydrogen bond connecting

them. To analyze the REF, the dopamine-superoxo complex was virtually divided into two

fragments, as indicated in Figure 2. Counterpoise calculations,43–45 were then performed to

determine the flux on each fragment along ξ keeping the geometry previously determined in

the IRC calculation.23–25 As REF is a global property that rationalizes the whole electronic

activity taking place along the reaction, at this point, it is not possible to identify places on

the molecular topology in which the chemical events are actively driving the whole reaction.

However the information provides by REF will be crucial to characterize the reaction mech-

anism. Also, over the geometry determined in the IRC calculation, the REF total profile was

studied using the PCM model58 (ε=4.0)13,21 to mimic the protein medium but only minor

changes were observed compared with the gas phase profile.

On the other hand, the stability of the wavefunction was checked at key points on the re-

action coordinate to ensure that the wavefunction remains a triplet having an eigenvalue of

< S2 >= 2.0.
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RR1 R2

Fragment 1 Fragment 1

Fragment 2 Fragment 2

Figure 2: Two dopamine conformations interacting with copper superoxo complex on DβM,
in R1 there is no bonding interaction, in R2 a hydrogen bond between the two species is
formed

4. Results and Discussion

Energy profiles together with activation and reaction energies for R1 and R2 are displayed

in Figure 3. Activation energy indicates that R2 appears to be the most probable HAT

mechanism. Alternatively, using empirical dispersion through D3 method,57 the activation

and reaction energy decrease only 2.07 and 1.12 kcal/mol in R1 respectively, and increase

0.86 and 1.91 kcal/mol in R2 respectively. These results show that dispersion effects are

not playing a significant role in the HAT reaction. According to these results, the hydrogen

bond dopamine-superoxo in R2 should be responsible for the decrease of ∆E 6= with respect

to R1. It is interesting to note that activation and reaction energies are lowered by about

the same amount due to the action of the hydrogen bond present in R2. Another interesting

observation is the narrowness of the transition state region, this means that energy barriers

are mainly determined by structural reordering that takes place before the electronic activity

starts to emerge.5,59 Also, due to the shape of the energy profiles,60 the possibility of HAT

by tunneling was evaluated. The WKB approximation was used for a rough estimation of

the probability of tunnelling using the formula:61,62 P (E) = e−π
2w
√

2m(V0−E)/h, where w is

the barrier width, m the reduced mass on the vibration mode of the imaginary frequency of
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observed in both reactions, the main difference between these polarization fluxes is observed

in the intensity of the peaks, being larger in R1 than in R2. A closer view to the fragment

contributions to Jp(ξ) shows that the first peak is clearly due to polarization of fragment

1 (superoxo complex) showed in purple curve, polarization of fragment 2 (dopamine) is

practically zero in this region (green curve). The second peak is due to a combination

of polarization of both fragments, with a larger contribution of fragment 2, especially in

R2. In summary, the first peak evidences the polarization of the copper superoxo complex

before the hydrogen atom is transferred from dopamine. Visualizing the chemical structure

of the complexes at the first maximum of Jp(ξ), it can be observed a transient hydrogen

bond between the hydrogen of Cβ of dopamine and the distal oxygen of superoxo copper,

this could be at the origin of the polarization in the superoxo moiety, and it is illustrated

through non-covalent interaction display in Figure 5.In this region, the copper superoxo

increases the angle Cu-O-O to capture the hydrogen atom from dopamine, as a consequence

of this structural distortion, the electronic distributions of copper complex and dopamine get

distorted thus causing the polarization. Therefore, the source of polarization of the first peak

of the REF is most probably due to the geometric distortion in the copper superoxo complex.

The second peak of Jp(ξ) reveals polarization on both fragments when the hydrogen atom has

been transferred, at this point, polarization is larger in dopamine where Cβ becomes a radical

carbon. A second transient hydrogen bond after HAT (Figure 5) between the hydrogen of the

newly formed copper hydroperoxo and the Cβ might be producing significant polarization

on dopamine.

In both reactions, polarization of copper superoxo complex takes place before the HAT

while polarization in dopamine emerges after the HAT. It is important to mention that

polarization flux can perfectly identify and separate two main events: 1) polarization of the

superoxo complex which takes place before the hydrogen is transferred, it comes along with

the activation of the reaction; 2) polarization of dopamine occurs when the hydrogen has

already been transferred, and it takes place in the relaxation process.
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Figure 4: Polarization, transfer and total reaction electronic fluxes for the supermolecule
and two fragments in R1 and R2. Vertical dashed lines indicate the borders of the reaction
regions obtained from the reaction for analysis.
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4.2 Electron transfer flux: Figure 4, middle panels, display the transfer flux along

ξ for the supermolecule and for the two fragments of R1 and R2 respectively. First, it

should be noticed that the intensity of the peaks of Jt(ξ) is larger than that associated

to Jp(ξ), suggesting that electron transfer is the main process that drives both reactions.

However, electronic transfer activity occurs almost exactly in between the two polarization

peaks already described. Transfer flux for the supermolecule in R1, blue curve, shows one

main characteristic positive peak in the TS region, enfolded by two negative peaks located

in the reactant and the product regions. All peaks bear the signature of the two fragments,

with a larger contribution due to the copper superoxo complex, purple curve. It is interesting

to note that the transfer flux of R2 is opposite to that of R1. In R2, the transfer flux of

the supermolecule presents two characteristic peaks, a low intensity positive peak leaving

reactant region and a high intensity negative peak in the TS reaching its minimum at ξ2, the

activated products. Both peaks are contributed by both fragments but mainly by copper

superoxo complex, as in R1. Therefore, it can be safely concluded that the difference in the

mechanism of both reactions is due to the transfer flux.

4.3 Total reaction electronic flux: Figure 4, bottom panels, display the total physical

partition of the REF. Polarization flux in red curve, hits its maximum values at the reactant

and product regions; in the first one it activates the reaction while in the second one it

support the relaxation process. In both reactions, the total REF (black curves) is mainly

determined by electronic transfer effects with a complementary opposite behavior of Jp(ξ)

and Jt(ξ).

In summary, J(ξ) is governed by the transfer flux, although polarization flux plays an im-

portant role in activation and relaxation processes. Polarization and transfer fluxes were

identified and associated to specific moieties of the system, they may have an opposite be-

havior, making the total REF fluctuate from positive to negative values, thus indicating that
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electronic activity might switch from spontaneous to non spontaneous chemical events all

along the reaction coordinate.

5. Conclusions

The electronic activity of the key step of the reaction converting dopamine into nore-

pinephrine catalyzed by a representative model of the DβM was studied using the reac-

tion electronic flux. Polarization and transfer contributions were identified and associated

to specific moieties of the system. It has been found that polarization effects takes place

mostly at the reactant and products regions whereas electron transfer effects were found

mainly localized at the TS regions. The polarization in the superoxo complex take place

before the HAT, as part of the activation process, whereas polarization in dopamine appears

after the hydrogen atom has been transferred, as part of the relaxation process. On the

other hand, transfer fluxes showed opposite behavior, indicating that the difference in the

two mechanisms analyzed is due to electron transfer effects that occur mainly within the

transition state region. Summing up, it has been shown that the reaction electronic flux

allows one to get a detailed view of the electronic activity that drives these very complicated

reactions, it indicates that polarization effects prepare the reaction in the reactant region,

then electronic transfer, the main effect driving both reactions, takes over to produce the

new chemical species and finally, polarization pushes the relaxation process to the products

of the reactions.
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Abstract

Dopamine β-monooxygenase (DβM) is an essential enzyme in the organism that regioselectively

converts dopamine into norepinephrine, the key step of the reaction, studied in this paper, is

an hydrogen atom transfer (HAT) from dopamine to a superoxo complex on DβM, forming a

hydroperoxo intermediate and dopamine radical. It was found that the formation of a hydrogen bond

between dopamine and the DβM catalyst strengthens the substrate-enzyme interaction and facilitates

the HAT which takes place selectively to give the desired enantiomeric form of the product. Four

reactions leading to the hydroperoxo intermediate were analyzed using theoretical and computational

tools in order to identify the most probable reaction mechanism. The reaction force analysis has been

used to demonstrate that the nature of the activation energy is mostly structural and largely due

to the initial approach of species in order to get closer to each other to facilitate the hydrogen

abstraction. On the other hand, the reaction electronic flux revealed that electronic activity that

drives the reactions is triggered by polarization effects and, in the most probable reaction among the

four studied, it takes place in a concerted and non-spontaneous way. Chemical events driving the

reaction have been identified and the energy they take or deliver was quantified in detail.

Graphical Table of Contents

The preferred conformation of dopamine to interact with the copper superoxo complex on DβM is

studied in order to research the variation of the energy on the hydrogen atom transfer step in the

relevant conversion of dopamine into norepinephrine.
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1 Introduction

Binuclear copper monooxygenases (BCM) are a class of copper-containing oxygen-activating enzymes

involved in the stereospecific hydroxylation of physiologically important compounds1. Among the

BCMs, peptidylglycine α-hydroxylating monooxygenase (PHM), dopamine β-monooxygenase (DβM)

and tyramine β-monooxygenase (TβM) present two non-coupled copper atoms in their catalytic

core1,2. Dopamine β-monooxygenase or dopamine β-hydroxylase is a crucial BCM enzyme that

catalyzes the conversion of dopamine into norepinephrine, which is a physiological hydroxylation

reaction (see Figure 1). Norepinephrine, or noradrenaline, is a derivative of dopamine that functions

as a hormone or a neurotransmitter. Natural release of norepinephrine is minimum at rest and it

rises during wakefulness, but its maximum is attained during stress or danger3,4. Since irregularities

in the levels of dopamine and norepinephrine are associated with neurological diseases5–7, it is

important to know how the hydroxylation of dopamine takes place identifying specific interactions

that drive the process. Controlling such important physiological reaction to maintain the right level

of norepinephrine would represent a milestone in the way to defeat depression, anxiety and stress

disorders.

Enzyme DβM is characterized by an active site that consists of two copper domains8 known as CuH

and CuM (see Figure 2). It is believed that the CuM site binds the molecular oxygen and dopamine,

and CuH site acts as the electron relay. The long distance between the copper atoms of each domain

results in the absence of electronic and magnetic coupling among them9, although recent studies
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have shown that DβM could form a coupled structure where the two copper atom would be closer

to each other10,11. Vendelboe reported the crystal structure of human DβM11 putting in evidence

two conformations of the catalytic core: the first one consisting of two copper domains separated

by about 12 Å (open conformation) and a second conformation in which the distance between the

copper atoms is about 5 Å (closed conformation), the author suggested that copper domains switch

from one conformation to the other following a kind of flip-flop conversion11.

Different mechanisms based on experimental and/or computational information, concerning the

catalytic cycle of the hydroxylation of dopamine by DβM have been proposed. At the beginning,

there were a general agreement that two ascorbate molecules reduce anaerobically the two sites of

copper from CuII to CuI 12–14. Then, both molecular oxygen and substrate enter in the active site to

form a Cu-O2 species. Amzel and co-workers15 trapped a precatalytic complex for PHM, where the

x-ray crystal structure reveals the dioxygen binds to CuM adopting an end-on geometry, and with

the substrate near to the CuM . Later, Solomon and co-workers demonstrate that a copper end-on

superoxo species, EPR silent2, would be activated to capture a hydrogen atom from substrate16,17,

although spectroscopy and computational studies in models complexes suggest that other activated

dioxygen species such as hydroperoxo, oxyl and peroxo could also be able to capture hydrogen18.

Despite of the vast kinetic, spectroscopy and structure data on BCMs, there are few evidence of the

subsequent intermediaries species in the reaction mechanism, most probably due to experimental

difficulties in their characterization19 and the lack of reliable crystallographic structures20,21. This

makes difficult to know with accuracy what chemical substances are associated to each step of the

reaction. In this context, theoretical studies10,17 have proposed mechanisms, that are consistent with

the experimental data available so far.

The latest two theoretical mechanisms were proposed by Solomon in 2016,22 for a non-coupled

mechanism, and by Wang in 201910, for a coupled mechanism. Both models agree in the initial

formation of a triplet Cu-superoxo species15,23,24 on the enzyme. In the non-coupled mechanism,
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Solomon and co-workers carry out Density Functional Theory (DFT) calculations using a model

of PHM to demonstrate that hydrogen atom abstraction by copper-superoxo complex occurs from

substrate making its Cβ prone to receive a hydroxyl group to achieve its conversion. On the other

hand, Wang and co-workers10 propose an alternative mechanism, in which copper-superoxo abstracts

an hydrogen atom from ascorbate, thus discarding the HAT from the substrate. This conclusion,

is based on DFT calculations, the energy barrier for HAT from ascorbate (10.2 kcal/mol) is lower

than that from substrate (26.1-37.5 kcal/mol) and therefore it is more consistent with the available

experimental data (∼ 14 kcal/mol). In line with the crystallographic results of DβM11, Wang and

co-workers through QM/MM simulations, demonstrate the conversion from an open conformation

of CuIIM -OOH intermediate into a close conformation of (µ-OOH)Cu(I)Cu(II) species. From this

conformation, subsequent binuclear intermediates are responsible by O-O cleavage, HAT from the

substrate and final hydroxylation.

Although a coupled mechanism is nowadays the most accepted theory for BCM, it does not

support the experimental evidence of Amzel and co-workers25, in that the PHM catalytic core

is enzymatically active in crystal phase where interdomain motion is not possible. Additionally,

there is no experimental evidence of the closeness of ascorbate to the CuM site to make the HAT

possible. It is worth to mention that the HAT by copper-superoxo complex from substrate is a

key step in the conversion mechanism because it determines the chirality of the final product. The

question that arises is what would be the preferred conformation of the substrate to interact with the

copper-superoxo complex to lead to the product with the right chirality?. In this paper, we intend

to find the answer to this question through unveiling the role of the orientation of dopamine with

superoxo complex thus elucidating the mechanism of this specific step of HAT in the general reaction

converting dopamine into norepinephrine.

To achieve this goal, relatively new theoretical and computational approaches will be used, the

reaction force analysis (RFA), providing a framework to characterize the mechanism of chemical
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Figure 1: Conversion from dopamine to norepinephrine catalyzed by Dopamine -β-monooxygenase.
The two hydrogens of Cβ of dopamine are differentiated with R or S subscripts to show the chirality
of the carbon center when a hydrogen is removed.

Figure 2: Active site of the noncoupled binuclear copper monooxygenases generated from
crystallographic coordinates of DβM (PDB-ID code 4ZEL). The distance between the copper of
each domain is ∼ 14 Å.

reactions and the physical nature of the activation energy26. On the other hand, the reaction

electronic flux (REF)27 will be used to characterize the electronic activity taking place during the

reaction. These global properties will be complemented with the use of local indicators of electronic

activity and interactions such as bond orders and non-covalent interactions descriptors28,29.

This work is organized as follows, next Section includes a brief overview of the theoretical procedures

used to characterize the reaction under study while Section 3 shows the computational details.

Results are given and discussed in Section 4 and in Section 5 our concluding remarks are drawn.
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2 Theoretical Background

2.1 Energy and The Reaction Force Analysis

The intrinsic reaction coordinate (IRC) method defines the minimum energy path in going from

reactants to products,30–32 an energy profile that gives valuable information about thermodynamic

and kinetic outcomes of the reaction. The reaction force, defined as the negative of the potential

energy variation with respect to the reaction coordinate ξ, complement this information by providing

useful insights about the mechanisms of chemical reactions33–42:

F (ξ) = −dE(ξ)

dξ
(1)

Figure 3 shows generic energy and reaction force profiles for a one-step reaction featuring one

transition state along ξ. The most striking result that emerges from the RFA is the rational partition

of the reaction coordinate into three significant regions whose boundaries are defined by the critical

points of F (ξ). These regions are: the reactant region (RR), ξR ≤ ξ < ξ1; transition state region

(TSR), ξ1 ≤ ξ ≤ ξ2; and product regions (PR), ξ2 < ξ ≤ ξP . For multi-step reactions more reaction

regions will emerge, for example, a n-step reaction will have (2n+1) reaction regions with n transition

state, (n-1) intermediate regions, plus the reactant and product regions26,34–38,43.

It has been observed in many reactions that in most cases the reactant region hosts most structural

arrangements necessary to activate the reaction38–40; in contrast to this, TSR is predominantly

governed by electronic reordering, most bond breaking and formations necessary to launch the

chemical conversion are mostly concentrated within the TSR41,42. Moreover, it is conceptually

appealing to consider the TSR region as a sequence of transient unstable states, in agreement

with Polanyi and Zewail ideas44,45. In fact the transition state region hosts activated reactants and

products, which are unstable species that appear and disappear promoting the reaction in one sense or
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Figure 3: Generic profiles of energy (a) and reaction force (b) for an arbitrary one-step reaction.
Two critical points (ξ1 and ξ2) in RF delimit the reaction regions

another. On the other hand, the product region is highly controlled by structural relaxations to reach

the product of the reaction46,47. A chemical reaction can be understood in terms of chemical events

that drive the whole chemical process within each reaction region all along the reaction coordinate.

Primary chemical events are bond forming/breaking processes and they take place mainly within the

TS region; secondary chemical events are bond strengthening/weakening processes whereas tertiary

events are non-covalent interactions that are present in any chemical reaction. Secondary and tertiary

events may take place all along ξ.

Significantly, the numerical value of the definite integral of RF in any interval along ξ will provide

information about the energy associated to specific chemical events that might be driving the reaction

within those intervals, the reaction works are defined as48:

Wi = −
∫ ξi+δξ

ξi

F (ξ)dξ, (2)

Therefore, it is possible to quantify the energetic expenditure of specific chemical events taking place

anywhere along the reaction coordinate. In particular, and with the aim of providing a natural

partition of activation and reaction energies, reaction works W1,W2,W3 and W4, consistent with the
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already defined reaction region, are defined:

W1 = −
∫ ξ1

ξR

F (ξ)dξ > 0; W2 = −
∫ ξ0

ξ1

F (ξ)dξ > 0; (3)

W3 = −
∫ ξ2

ξ0

F (ξ)dξ < 0; W4 = −
∫ ξP

ξ2

F (ξ)dξ < 0 (4)

Note that the TSR has been subdivided at the transition state (ξ0) giving rise to W2 and W3, to be

consistent with the definition of activation energy. Since W1 y W4 are defined within the reactant

and product regions, respectively, they mostly account for structural rearrangements; similarly, W2

and W3, defined within the transition state region, essentially are quantifying the energy mostly due

to electronic activity33–42,49–51. In this context, the activation and reaction energies are expressed in

terms of structural {W1,W4} and electronic {W2,W3} reactions works:

∆E 6= =

∫ ξ0

ξR

F (ξ)dξ = W1 +W2 and

∆E◦ =

∫ ξP

ξR

F (ξ)dξ = W1 +W2 +W3 +W4 (5)

Activation and reaction energies can therefore be expressed as a sum of non equilibrium reaction

works and Equations (5) could be used to open ways to new characterizations of rate and equilibrium

constants. Other choices of reaction works could be determined by the type of the reaction and by

specific chemical events taking place at precise intervals along ξ. In summary, RFA provides a useful

theoretical framework to characterize the mechanism and energies involved in a chemical reaction

and to produce a virtual fragmentation of the reaction coordinate to define regions in which different

mechanism might be operating33–42,47–50,52.
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2.2 Reaction Electronic Flux (REF)

The reaction electronic flux measures the electronic activity taking place along the reaction

coordinate, it is defined as27,52,53:

J(ξ) = −dµ
dξ

(6)

where µ is the electronic chemical potential, representing the escaping tendency of electrons from

equilibrium54,55. From Conceptual DFT54–56, the electronic chemical potential is defined as:

µ =

(
dE

dN

)
v(r)

≈ −1

2
(IP + EA) ≈ 1

2
(εH + εL) (7)

where IP, EA, εH and εL are ionization potential, electron affinity, energy of the highest occupied

molecular orbital (HOMO) and energy of the lowest unoccupied molecular orbital (LUMO)

respectively. To obtain the working formulae given in Equation (7) from the differential definition

of µ, it is necessary to invoke the finite difference approximation56 and the Koopmans theorem57.

In this context, the simple knowledge of frontier molecular orbital energies along ξ is enough to get

a profile of the chemical potential, µ(ξ), which produces crucial information about the electronic

activity that drives a chemical reaction26,46,58. It has been established that positive values of

J(ξ) are associated with spontaneous electronic activity driven by bond strengthening/forming

processes whereas, negative values are associated with non-spontaneous electronic activity which is

conducted by bond weakening/cleavage processes42,58. In this context chemical events are associated

to spontaneous or non-spontaneous processes, therefore, it becomes possible to characterize the nature

of the electronic activity that drives the reaction along ξ. To complement the REF results, bond

orders are used to identify specific bond processes (forming/cleavage) that might be responsible for

the electronic activity evidenced by the REF.
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3 Computational Methods

The BCM-oxygen interaction and six HAT reactions were studied using B3LYP level of theory with

6-311g(d,p) basis set. This level of theory has been used to correctly calculate the geometry, energy,

and total spin of copper superoxo intermediates in BCM, moreover, it has been reported that the weak

covalence of the Cu-O bond is well described with a mix of 20% of HF exchange17,19. Computations

were performed using the Gaussian 16 software package59,60. Initial structures of CuM, the catalytic

site of the enzyme, was built based on crystallographic coordinates of Protein Data Bank PDB-ID

code 4ZEL61. The copper atom was manually added using Gauss View62. The cluster approach for

modeling the DβM active site includes a first−shell of amino acids linked to the copper in the CuM

domain (His412, His414, and Met487)63,64 and dopamine as substrate. Figures were drawn using

Pymol65 and Chemcraft programs66. To keep the overall shape of the CuM site and to avoid steric

hindrance effects of the protein matrix, the position of the α-carbon of each amino acid residue was

fixed. On the other hand, to mimic the electrostatic polarization effects of the surrounding protein

media, the polarizable continuum model (PCM)67 was used in the two reactions that lead to the

right enantiomeric form of the product. The interaction of O2 with BCM to form the superoxo

complex was studied calculating the Gibbs free energy for the two conformation of O2 in front of

copper, end − on and side − on coordinations, as shown in Figure 4. The HAT from dopamine to

superoxo complex (Cu2+
M O•–2 ) was then studied using two dopamine conformations as displayed in

Figure 5, thus leading to a total of four reactions. In the first conformation, there is no bonding

interaction between dopamine and the superoxo species (Figure 5a); in the second conformation

there is a hydrogen bond between the amine group of dopamine and the terminal oxygen of superoxo

(Figure 5b).

Figure 6 shows a scheme of the general reaction of hydrogen atom transfer from dopamine to copper

(II) superoxo complex. It can be observed from the reactant of Figure 6 that it is possible to

perform two different HAT reactions from Cβ of dopamine, the abstraction of hydrogens HS or HR

10



(a) (b)

Figure 4: Chemical structures for the side − on (a) and end − on (b) incorporation of O2 to the
copper site on DβM.

(a) (b)

Figure 5: Chemical structures for two dopamine conformations interacting with superoxo complex
(a) no bonded interactions (b) with a hydrogen bond between both species.

will lead, after subsequent steps, to the formation of the S or R enantiomer of norepinephrine. In

each conformation of dopamine, the two possible HAT (see Figure 6) were studied, this leads to

four reactions, named R1, R2, R3 and R4. In R1 (R3) and R2 (R4) the HR (HS) hydrogen

atom is transferred from dopamine in the (a) and (b) conformation, respectively. These four HAT

reactions were studied in gas phase and in a second step, the two reactions leading to the right

enantiomeric form of the product were modeled in a protein medium using PCM, with dielectric

constant ε = 4.017,68.

Energy profiles for the six reactions were obtained through the IRC methodology, all transition
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Figure 6: Reaction of hydrogen atom transfer from dopamine to copper (II) superoxo complex
to form dopamine radical and copper (II) hydroperoxo complex. For the sake of clarity, the two
hydrogens on Cβ of dopamine are differentiated with the R or S subscripts.

states were characterized to have a unique negative frequency and IRC procedure was confirmed

with independent optimizations of reactant and products. Non−covalent interactions (NCI) were

performed using the NCI−plot software to understand the kind of interactions between substrate

and CuM site29.

4 Results and Discussion

The initial structure of the CuM site is a tetrahedral complex consisting of two histidines, one

methionine and one water molecule (see Figure 2). Our optimized geometry is in complete agreement

with the X-ray emission and absorption spectroscopy data of BCM64,69. The Cu–X distances (X =

S or N from ligands) are consistent with extended X-ray absorption fine structure (EXAFS) reported

for DβM63 and a weak and flexible Cu-S bond is observed along the reactions as was previously

reported70,71. In this section, we will analyze the oxygen bonding on CuM and four possible HAT

reactions from dopamine to the catalytic site. First of all, the BCM-O2 interaction will be briefly

discussed in terms of the Gibbs free energy for both, end− on and side− on, coordinations.

4.1 The Oxygenation of BCM

The first step of the hydroxylation mechanism of dopamine is the BCM oxygenation producing a

superoxo species and giving the catalytic site a nucleophilic character. Bonding between O2 and

the copper atom Cu1+
M belonging to the DβM catalyst can be achieved in either an end − on or a
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side−on coordinations15, the oxygen-binding induces electronic transfer from Cu(I) to O2 forming a

σ bond between copper and oxygen giving rise to Cu(II)- superoxo complex (Cu2+
M O•–2 ). It has been

found that the end − on isomer was favored by ∆G◦ ––11.54 kcal/mol and ∆G◦ = 17.53 kcal/mol

over the side− on coordination in both, gas phase and protein media, respectively, these results are

in good agreement with other active site model for BCM17. On the other hand, the multiplicity of

the resulting end − on complex is consistent with other enzymes of this family10,17, with a triplet

ground state (Cu2+
M O•–2 ). The Cu-O-O angle in the (Cu2+

M O•–2 ) complex was 119◦ and the O-O bond

distance 1.24Å, this result is perfectly consistent with the available superoxide experimental data on

these enzymes15,72.

4.2 Hydrogen Atom Transfer

After the O2 addition, the resulting superoxide species activates the HAT from dopamine generating

the copper(II)-hydroperoxo (Cu2+
M OOH) and dopamine radical (Dp•) as intermediates of reaction,

this step in the conversion of dopamine is the one that determines the position of the hydroxyl

group on the product because of the R or S hydrogen abstraction. On the other hand, the

initial dopamine conformation, with or without H-bond to catalyst, Figure 7, will determine the

energetic of the reaction, we have found that a hydrogen bond between the hydrogen of amine group

in dopamine and the proximal oxygen in superoxide species reduces the HAT energetic barrier,

making clear that conformation of the amino group on dopamine to allow the formation of the

H-bond, plays an important role in the lowering of activation energies of HAT reactions. This is in

agreement with the observation that DβM may catalyze other reactions involving compounds which

have, as dopamine, a basic phenylethylamine skeleton that facilitates the formation of a hydrogen

bond with the (Cu2+
M O•–2 ) moiety of the enzyme73. Also, a H-bond between dopamine radical and

the copper(II)-hydroperoxo will facilitate the next step, a rebound of the Cβ of dopamine in the

hydroperoxo moiety.
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In summary, we have evaluated four HAT reactions considering two initial conformations of dopamine

interacting with the (Cu2+
M O•–2 ), with or without H-bonding interaction between dopamine and

superoxo. To each conformation, two HAT reactions are reported involving the transfer of HS or

HR. To illustrate the specific interactions that are driving the HAT reactions, Figure 7 displays the

transition state of R2 where the hydrogen bond between the two species and the hydrogen atom

transferred from β-carbon of dopamine are explicitly shown. It can be noted that the abstraction of

the hydrogen atom from Cβ in dopamine involves a number of structural arrangements that take place

concertedly. As shown in Section 4.2.5, changes in the N-Cα-Cβ-Cγ dihedral angle and in Cu-O-O

bending angle are quite important and produce a cooperative effect for the hydrogen transfer.

Figure 7: Transition state of R2 where there are two bonding interactions between dopamine and
the (Cu2+

M O•–2 ) complex: hydrogen bond between the proximal oxygen of superoxo and a hydrogen
of the amine of dopamine, and a hydrogen atom transfer of β-carbon of dopamine

4.2.1 Potential Energy and Reaction Force Profiles: Figure 8 displays energy and reaction

force profiles for the four reactions under study. Each reaction leads to an intermediate dopamine

radical which through subsequent steps will lead to R or S norepinephrine enantiomer. R1 and R2

may lead to R-norepinephrine while R3 and R4 produce the S-enantiomer. Experimentally74–78, the
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Table 1: Energetic data for the hydrogen atom transfer reactions from dopamine in gas phase and
protein medium. Reaction works in protein medium are given in parenthesis for R1 and R2. All
values are in kcal/ξmol

Method
Reactions

R1 R2 R3 R4

∆E 6=
Gas phase 31.61 26.44 32.35 29.16
Protein media 30.29 28.46

∆G6=
Gas phase 30.40 25.23 29.98 28.98
Protein media 28.21 25.84

∆E◦
Gas phase 17.47 13.18 19.13 14.11
Protein media 15.91 14.51

∆G◦
Gas phase 15.80 11.72 15.29 14.48
Protein media 14.92 12.77

RFA

W1=24.56 (23.45) W1=24.66 (26.59) W1= 26.66 W1=27.49
W2=7.05 (6.84) W2=1.78 (1.87) W2=5.69 W2=1.67
W3=-1.00 (-1.49) W3=-1.91 (-2.13) W3=-0.93 W3=-3.05
W4=-13.14 (-12.89) W4=-11.35 (-11.82) W4=-12.29 W4=-12.00

only known product formed is R-norepinephrine, so only R1 and R2 lead to the observed product,

although they do it through two different mechanisms that will be analyzed in the next paragraphs.

At this point, and looking at the energy data displayed in Table 1, R2 appear to be the most probable

mechanism of hydroxylation because of its lower energy barrier for HAT with respect to R1. The

calculated energetic barrier in R2, 26.44 kcal/mol is in line with previous theoretical estimations

(22− 38 kcal/mol)10,17.

Table 1 summarizes energetic data for the four reactions in gas phase, and for the two reactions

leading to the R product, in protein medium. The highest energy barriers were found in reaction

R1 and R3, the ones in which the reactants are not H-bonded and the lowest energy barriers were

for R2 and R4 that form a hydrogen bond between the oxygen of the catalytic site and the amine

group of dopamine. In all reactions, a ternary complex is formed between the enzyme, oxygen and

dopamine, indicating a ternary binding mechanism of these two substrates, in agreement with the

result of 18O kinetic isotope effects (KIEs) for DβM79,80 and with previous DFT calculations16,22.

The values of ∆G6= and ∆G◦ present the same trends observed in ∆E 6= and ∆E◦ indicating that

entropic effects are very small.

The above discussed calculations for R1 and R2 were replicated in protein medium, only small

changes in activation and reaction energies were observed. It should be noted that in all cases
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Figure 8: Potential energy and reaction force profiles of four HAT reactions in gas phase. The
insets display an amplified view of the transition state regions that spans the interval ξ1 = −0.422
to ξ2 = 0.195 in R1; ξ1 = −0.285 to ξ2 = 0.285 in R2; ξ1 = −0.390 to ξ2 = 0.195 in R3 and
ξ1 = −0.254 to ξ2 = 0.318 in R4.
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activation energy is mainly due to structural rearrangements, in all reactions; W1 represents at least

near 80% of the activation energy, and accounts for translation and structural distortion of dopamine

and superoxo complex to facilitate the interaction.

Mechanistically the reactions pairs {R1,R3} and {R2,R4} have a similar behavior. Structural

energy in the first pair is about 80% while in the second one is more than 92% of the activation

energy; the value of structural work W1 in all reactions is quite similar (∼24-27 kcal/mol). However,

R2 and R4 present considerable lower electronic work W2 to reach the TS than R1 and R3. On the

light of these results, it is clear that the catalytic effect of the hydrogen bond dopamine-superoxo

mainly acts on the electronic energy W2 producing a significant reduction of this quantity. On the

other hand, it is interesting to note that similar energetic results for the two HAT reactions in each

pair {R1,R3} and {R2,R4} reveals the reaction equivalence of the R or S transfered hydrogens.

It should be pointed out that steep profiles in all reactions indicate a coupled process of proton

and electron transfer, instead of a separated process, the four reactions present the same qualitative

shape of energy and reaction force profiles, although in R1 and R3, as well as in R2 and R4, the

profiles are more similar one to each other in consistency with the fact that they proceed through

the same reaction mechanism. In R1 and R3 energy increases monotonically until reaching a point

in which the rate of energy change increases rapidly and sharply. In R2 and R4 the energy change

goes smoothly until reaching the transition state. In all four cases the transition state region is very

narrow (see Figure 8) thus explaining the structural nature of the activation energy, the electronic

activity within this region is very intense with bond forming and breaking processes and identifying

a large number of transient conformation pushing to reach the transition state, in agreement with

the view of Polanyi and Zewail on chemical reactions44,45.

In summary, although all four reactions present a similar qualitative behavior, only two of them (R1

and R2) lead to the right product according with Solomon mechanism17, so from here on we will

discuss results for these two reactions.
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4.2.2 Structural Deformation of the Reactants: To understand the influence of the initial

conformation of dopamine in the outcome of the reaction, it is necessary to analyze structural changes

when going from reactants to the activated reactant, at ξ1. At this point of the reaction, the activated

reactant has undergone structural reorganization from the reactant itself and it is ready for electronic

activity; the energy spent in this process is the reaction work W1.

Structural changes of activated reactants from reactants for R1 and R2 are mainly three: i)

translation of dopamine to get close to the superoxo complex; ii) the internal rotation of the

ethyleneamine group in dopamine, represented by the change of the Cγ-Cβ-Cα-N dihedral angle,

to expose one hydrogen atom to be near the superoxo complex and iii) the bending of O-H-Cβ, and

Cu-O-O angles. This structural reordering is mainly responsible for W1. In R2, initially the oxygen

atom of superoxide involved in the hydrogen bond is not coordinated with the copper, when the

dopamine gets closer to the superoxo complex, a rearrangement of the oxygen atom coordinated to

copper occurs. The oxygen atom, involved in the hydrogen bond, coordinates to the copper atom

while the second oxygen atom gets away from the copper atom and starts to participate in the HAT.

Then, dopamine creates a steric hindrance in superoxo complex that restricts the normal opening of

the Cu-O-O angle, additionally the activated reactant is structurally stabilized by a seven member

ring between dopamine and superoxo complex (see Figure 7), this is due to the hydrogen bond in the

dopamine initial conformation. This ring decreases the degrees of freedom and a stiffness condition

is maintained by dopamine forming a plane between Cα-Cβ-Cγ that promotes the HAT, facilitates

the formation of the dopamine radical and triggers the hybridization change on Cβ from sp3 to sp2.

In the TS region the HAT starts to develop, involving the rupture of C-H bond in dopamine and

the strengthening and formation of the O-H bond in the superoxo complex. The different structural

reordering for R2 with respect to R1 make easier the rupture of C-H bond thus decreasing the

electronic work W2. In the product regions structural relaxation allows formation of dopamine

radical and copper(II)- hydroperoxo (Cu2+
M OOH).
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(a) NCI R1 (b) NCI R2

Figure 9: Non-covalent interaction of transition states of the two HAT reactions from dopamine
to the superoxo complex. Attractive interactions are represented by blue-green surfaces whereas
repulsive ones are represented by red-yellow surfaces.

4.2.3 Non-Covalent Interactions in TS: To better understand the interaction between the two

species in the transition state of each reaction, tertiary chemical events have been studied through the

analysis of non covalent interactions using the NCIPLOT package by Yang et al.29; Figure 9 displays

attractive and repulsive surfaces representing this kind of interactions. Strong non-covalent attractive

interaction (in blue) indicating hydrogen bonds is observed in R2 together with weak repulsive

interactions (in orange) in the boundary between dopamine and the (Cu2+
M O•–2 ) complex. Greenish

blue regions appearing here and there indicate attractive interactions mostly due to electrostatic

interplay among chemical residues. Interestingly, in R2 a tiny attractive region between Cu and

proximal oxygen shows up, this is most probably due to the opening of the Cu-O-O angle. This

interaction, which is not seen in any other reaction, may be facilitating the electronic arrangements

and could be responsible for the low value of reaction work W2 to reach the TS, explaining the lower

activation energy in R2 compared to the other reactions.

4.2.4 Reaction Electronic Flux and Bond Orders: To describe the electronic activity during

the HAT reactions, the reaction electronic flux was analyzed and complemented with the study of

non-covalent interactions and natural bond orders, the latter studies were performed to identify the
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chemical events that drive the reactions at different stages of the chemical transformation. Figure

10(a) shows the reaction electronic flux of R1 and R1(p) which corresponds to R1 taking place

in protein media. Electronic activity shows up only within the interval −2 ≤ ξ ≤ 2, besides this

interval, no electronic activity has been observed. Initially, REF remains constant and close to zero,

the REF value at equilibrium. In R1 the electronic activity initiates before the activated reactant is

reached at ξ1 and the point where the REF starts to change correlates well with the starting point of

variation in the Mayer Bond Order displayed in Figure 10(b). In the reactant region, the approach

of the two species polarizes them giving rise to a slight positive peak. Although not shown here,

non-covalent interactions present a strong and attractive electrostatic interaction between hydrogen

from dopamine with the oxygen atom of superoxo, this is a tertiary event that might be at the origin

of the polarization effect accounting for the electronic activity observed in the REF profile roughly

within the interval −1.5 ≤ ξ ≤ 0.5. It is interesting to note that at the beginning of the reaction the

effect of protein media is negligible, it starts to be important when entering the TS region, although

the electronic activity within this region is lower than the one observed in gas media.

(a) R1 and R1(p) REF Profiles (b) R1 and R1(p) Bond Orders

Figure 10: Reaction electronic flux and Mayer Bond Orders profiles for R1 and R1(p). Note that
bond orders for both reactions are superimposed to each other.

After the first peak of the REF, the O-H bond starts to form and simultaneously the C-H bond
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weakens. Then two events, the C-H rupture and transfer of the hydrogen atom together with the

formation of the O-H bond, could be responsible for the sharp increase of the REF observed in

the TS region, where it reaches a maximum. Positive REF indicate that bond formation and/or

strengthening processes, primary and secondary chemical events, might be conducting this stage of

the whole reaction.

Figure 10(b) shows that the hydrogen from the Cβ is at midway between dopamine and the superoxo

radical, the Cβ-H bond cleaves while OH bonding develops simultaneously. It is clear that within

the TS region the two processes, H abstraction from dopamine and formation of the hydroxyl group

in the catalytic site, take place synchronically. Also, it is interesting to observe the simultaneous and

opposite change of the O-O and Cβ-Cγ bond orders, this means that hybridization of Cβ change

from sp3 to sp2 whereas that on radical oxygen goes from sp2 to sp3, this change is achieved within

the product region. The REF drops slightly until reaches a minimum near to ξ2 and then in the

product region, the REF is stabilized at values close to zero.

It is important to stress the fact that the electronic activity of R1 in gas phase and protein medium is

very similar, the difference of the REF profiles became more noticeable within the TS region revealing

a different intensity of the main positive peak. It seems that the medium quenches electronic activity

although it remains active. On the other hand, since Figure 10(b) shows that the electronic activity at

bonds level is the same (the curves for gas phase and protein media are superimposed) the difference

in REF must be associated to electronic polarization due to the reaction field imposed by the PCM

model.

Figure 11(a) shows the reaction electronic flux for R2 and R2(p). The REF profile for R2 displays

two distinctive peaks, one positive when starting the TS region and a negative one, when abandoning

the TS region. Interestingly, the main peak of REF in R2 is opposite and notably more intense

than the one in R1. This confirms that the mechanisms of both reactions are influenced by the

conformation of dopamine interacting with the copper superoxo complex, the difference in the REFs
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shows that the hydrogen bond between dopamine and superoxo complex is conditioning the electronic

activity. The conformation adopted by the reactants to allow the formation of the seven member ring

at the transition state produces a spontaneous polarization REF giving rise to a positive peak when

leaving the reactant region. Also, the initial opening of the Cu-O-O angle may be at the origin of

the observed early change of the O-O bond order that may be contributing to the polarization effect

on the REF. Strong repulsive non-covalent interactions between the Cα of dopamine and oxygen

of superoxo are visualized in Figure 9(b) confirming polarization effects growing as the two species

approach to each other.

(a) R2 and R2(p) REF Profiles (b) R2 and R2(p) Bond Orders

Figure 11: Reaction electronic flux and Mayer Bond Orders profiles for R2 and R2(p). Bond
orders for both reactions appear to be superimposed to each other.

In the TS region, the REF decreases sharply reflecting intense electronic activity, the rupture of the

C-H bond and hydrogen abstraction as well as, the decrease in the O-O together with the increase of

the Cβ-Cγ bond distances are concertedly acting in this region. In R2, O–HN bond order increases

while the N–HN bond order decreases simultaneously, indicating that the hydrogen bond between

the protonated amine and superoxo stabilizes the transition state. Since in R1 there is no hydrogen

bond formation, then, there is no variation of O–HN and N–HN bonds. In the products region, the

REF increases until it reaches stabilization with near-zero values indicating that electronic activity
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fades out to reach the equilibrium state at the products.

Figure 11a also illustrates the REF for the HAT in protein medium. The REF profile in R2(p) is

very similar to that observed in gas phase, differences are only noted due to the magnitude of the

peaks. Similarly to R1, no change in the electronic structure is observed, all bond orders profiles are

superimposed although a small difference between the O-O bond order within the reactant region can

be perceived, see Figure 11(b). Again, the REF difference between both reactions is associated with

polarization effects due to the reaction field involves in the PCM model. Comparison of the REFs

profiles of R1 and R2 confirms the different mechanism that are operating to produce the chemical

change. While R1 is characterized by positive REF based on spontaneous events such as bond

formation/strengthening, R2 appears to be conducted by non-spontaneous bond weakening/breaking

processes.

4.2.5 More on Chemical Events Driving the Reaction Mechanism of R2: Our results

indicate that reaction R2 is the most probable mechanism to produce the active hydroperoxo species

that will lead to norepinephrine. The main chemical events that drive R2 involve structural and

electronic reordering, the most important structural changes observed are displayed in Figure 12,

they include the N-Cα-Cβ-Cγ dihedral and the O-O-H angles, as well as, Cβ-O and O-H distances.

It is interesting to notice that structural changes take place at a different scale along ξ, noticeable

changes are observed within the interval −20 ≤ ξ ≤ 20, indicating that electronic and structural

conversion take place in a uncoupled way.

The first event corresponds to the dopamine getting close to superoxide, this involved noticeable

changes in bond angles and distances displayed in Figure 12. The total energy involved in the

structural arrangements when going from ξR to ξ1 is W1 (24.66 kcal/mol). Note that the transferred

hydrogen atom starts its way to the oxygen at the very beginning of the reaction, the transfer is

completed within the transition state region. Similarly, the Cβ-O distance (Cβ from dopamine and

oxygen from superoxo) along ξ drops at a similar rate than OH distance until reaching a minimum
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Figure 12: Main structural changes in R2 along the reaction coordinate.

value at the transition state, once the HAT is achieved it increases to reach the products. The

coupled behaviour of these bond distances confirms the cooperative effect that push the hydrogen

atom toward the catalytic site.

At the same time dihedral and bond angles also accommodate themselves to facilitate the HAT.

The most noticeable change is observed in the dihedral angle that after strong variation within the

reactant region and a sharp decrease at the transition state region, it remain quite constant all along

the product region. The torsion of this dihedral angle takes ∼10 kcal/mol of the activation energy.

5 Conclusions

A detailed mechanism of the HAT stage in the hydroxylation mechanism of dopamine has been

explained using different theoretical tools. We have found that formation of a hydrogen bond between

dopamine and the superoxo complex of DβM enzyme is a key step to activate the hydrogen atom

transfer reaction. It has been found that the hydrogen bond facilitates the HAT reaction implying
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specifically the HR hydrogen of dopamine, our mechanism of HAT is in agreement with the general

mechanism in BCMs and with the experimental information available15,17,73.

Among the four reactions studied, R1 and R3 were energetically more expensive than their equivalent

reactions with hydrogen bonded reactants, only R1 and R2 lead to the desired product, the other

two lead to the wrong enantiomer, which is not produced by the enzyme, moreover the most favorable

reaction kinetically and thermodynamically was R2. This reaction takes place in a concerted process,

where the hydrogen bond between protonated dopamine and superoxo complex stabilizes the TS

decreasing the energetic barrier.

It was possible to find that the initial hydrogen bond decreases the degrees of freedom of the

complex dopamine-superoxo and a stiffness condition emerges facilitating the HAT and promoting

the formation of dopamine radical. The energy profiles of the two couples of reactions present a

similar trend but with a notable difference in the values of activation and reaction energies.

In R1 the electronic activity shows up at about ξ ∼ −1.5, when the reaction is well advanced

and the energy already engaged in the activation process is about 13 kcal/mol. The events that

lead the electronic activity depicted in two positive peaks of the REF profile, are spontaneous bond

formation/strengthening process.

In R2 the reaction electronic flux shows that electronic activity starts to be noticeable at about

ξ ∼ −1 where about 20 kcal/mol have been already engaged in the activation process. A

maximum associated to spontaneous polarization processes due to the approach of two species

shows up, it is consistent with a decrease in hydrogen bond distance that facilitates a secondary

interaction to activate the HAT within the TS region where high electronic activity is observed led

by non-spontaneous bond weakening/breaking processes.

Finally, REF profiles of both reactions in protein media were similar to those in gas phase indicating

that the difference between them must be attributed to polarization effects imposed by the solvation
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model.

The main chemical events in the HAT step of the conversion of dopamine in norepinephrine were

described in detail and energetically quantified, it has been found that variation of the N-Cα-Cβ-Cγ

dihedral angle drives the reaction and is responsible for almost 40% of the activation energy.
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23.1 Introduction

One can picture a chemical reaction as a sequence of chemical events that are
structural and electronic changes taking place along a reaction coordinate to pro-
duce a chemical transformation. These chemical events are basically bond-forming
and bond-breaking processes that are main actions, although not the only ones,
necessary to produce the structural and electronic changes that achieve a chemical
reaction. For example, a simple substitution reaction as

A + BX → AB + X

involves a weak initial attractive interaction that allows the approach of the
reactants A and BX to initiate the reaction. This is followed by the breaking of the
B–X bond and the formation of the A–B bond; depending on the reaction, these
two events may, or may not, take place simultaneously. The reaction is achieved
when the products AB and X are formed and interacting through non-covalent
interactions. It is possible to define a hierarchy of chemical events that can be
distinguished empirically, but also in terms of the amount of energy they involve
and, in most cases, for the position along the reaction coordinate in which they
take place. Bond-breaking and bond-forming processes are primary events, bond
weakening and strengthening are secondary events, and non-covalent interactions
can be considered as tertiary events. These chemical events shows up at different
degrees of progress of the reaction, as shown in Figure 23.1. Discovering how
and where, along the reaction coordinate, chemical events shows up unveils the
very whole reaction mechanism, the processes by which chemical substances are
transformed into other substances are then at hand.

The first key quantity involved in a chemical process is the reaction energy
(ΔE∘), which is the net energy change between reactants and products; it defines
the chemical equilibrium and characterizes the thermodynamics of the reaction.

Conceptual Density Functional Theory: Towards a New Chemical Reactivity Theory, First Edition.
Edited by Shubin Liu.
© 2022 WILEY-VCH GmbH. Published 2022 by WILEY-VCH GmbH.
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Color Fig: 23.1
Reactant

region
TS region Product

region

ΔE≠

ΔE°

ξPξR

Figure 23.1 The partition of the
reaction coordinate provided by the
reaction force analysis and projected
on a schematic energy profile of an
elementary step along the reaction
coordinate 𝜉. The pair {ΔE∘,ΔE≠} are
the reaction and activation energies.
The bars on each reaction region
indicate qualitatively the expected
intensity of primary (blue), secondary
(pink), and tertiary (black) chemical
events along the reaction coordinate.

Frequently, there are many ways a chemical reaction may take place. Among all
possible mechanisms, the most probable is the one that follows the minimum
energy path (MEP) connecting the reactants with the products and passing by a
transition state [1–3]. The MEP corresponds to the path with the lower activation
energy, which is the energy necessary to reach the transition state, and to do so,
chemical events have to be put at play. An energy profile represented in Figure 23.1
has three key points, two minima at the reactants (𝜉R) and products (𝜉P) and one
maximum at the transition state. The activation energy (ΔE≠) reveals, through the
transition state theory (TST)[4–6], the kinetic aspects of an elementary step or how
much time it takes for the whole process. Reaction thermodynamics, kinetics, and
mechanism are the three most relevant dimensions of a chemical reaction, and
they are intimately related. Therefore, a complete characterization of a chemical
reaction necessarily requires the knowledge of these three aspects.

Reaction rate and the activation energy are connected through the Arrhenius
equation

k = Ae−ΔE≠∕RT (23.1)

where k is the rate constant, A is the pre-exponential coefficient often referred to as
the frequency factor, R is the universal gas constant, and T is the temperature. More
sophisticated theories have been developed later being the most important one
the Eyring, Polanyi, and Evans TST [4, 5] based on the assumption that activated
complexes are in quasi-equilibrium with the reactants. This leads to the Eyring
equation[6, 7]

k =
(

kBT
h𝜈

)
e−ΔG≠∕RT (23.2)

where kB is the Boltzmann constant, h is the Planck constant, 𝜈 is the frequency
of an specific vibrational mode (chemical event) responsible for converting the
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activated complex to the product, and ΔG≠ is the activation Gibb’s free energy.
Therefore, the knowledge of the activation energy of a chemical reaction produces
fundamental kinetic information such as the time needed to produce the chemical
transformation.

Often, due to the impossibility to get reliable estimation of activation energies,
empirical relationships between kinetic and thermodynamic data have been
suggested. A linear relationship between the activation energy and the reaction
energy of an elementary reaction is known as Brönsted–Evans–Polanyi (BEP)
principle [8, 9]:

ΔE≠ = E0 + 𝛽ΔE∘ (23.3)

where E0 is a reference energy and 𝛽 is the Brönsted coefficient that measures the
resemblance between the transition state and the product. Following the Leffler
postulate [10], 𝛽 is formally defined as

𝛽 =
(

dΔE≠
dΔE∘

)
(23.4)

This simple equation may provide interesting insights on kinetic and thermo-
dynamic patterns of similar reactions. The Marcus equation (ME) for predicting
activation energies results from the interpolation of two local potentials, ER(𝜉)
and EP(𝜉), describing the reactants and the products. These potentials are linked
through a reaction coordinate 𝜉 and intersect in the transition state. Marcus
equation is conceived at the intersection of the two wells, which correspond to the
actual transition state (TS) of the reaction; see Figure 23.2 [11, 12]:

ΔE≠ = ΔE≠
∘ + 1

2
ΔE∘ + (ΔE∘)2

16ΔE≠
∘

(23.5)

It is interesting to note that in the ME, the linear relationship between activation
and reaction energies already found in the BEP model is recovered, although the
constant slope of 𝛽 = 0.5 is slightly different from the 𝛽 coefficient obtained in the
BEP model. In the Marcus equation, a corrected Brönsted coefficient emerges:

𝛽 =
(

dΔE≠
dΔE∘

)
= 1

2
+ ΔE∘

8ΔE≠ (23.6)

Figure 23.2 The Marcus equation is
obtained from interpolation of two
potentials localized at the reactants and
products. The intercepting point defines
the location of the transition state with
the associated activation energy ΔE≠. The
intrinsic activation energy is the energy
involved in distorting the reactants to
reach the position of the products.

Activation
energy

Intrinsic
activation

energy
Reaction
energy

ΔE≠
0

ΔE≠ += +ΔE≠
0 ΔE°

(ΔE°)2

16ΔE≠
0

1

2
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As observed, the correction to the one half factor of Eq. (23.6) is due to a balance
between reaction and intrinsic activation energies, and it is normally small since
in most cases ΔE≠

∘ ≫ ΔE∘. The Brönsted coefficient, as defined in Eq. (23.6),
measures the compliance of the Hammond postulate [13] stating that for exergonic
reactions (ΔE∘ < 0) the transition state is located closer to the reactants (𝛽 < 0.5),
whereas for endergonic reactions (ΔE∘ > 0) the TS is located closer to the products
(𝛽 > 0.5). This is the basis of the Marcus theory of electron transfer reactions that
was originally formulated to link the rate of the reactions with the thermodynamics
of the process [7, 11, 12]. As indicated in Figure 23.2, a key quantity in the Marcus
theory is the reorganization energy or Marcus’ intrinsic activation energy, ΔE≠

0 ,
which corresponds to the energy associated to the reorganization of the reactant at
the equilibrium configuration of the product.

Although not intended to describe chemical reactions, the Marcus equation
became a keystone in the characterization of the kinetics and thermodynamics of
any kind chemical process [14, 15]. The three stationary points on the energy profile
along a reaction coordinate were enough to get this information, and the profiles of
energy became crucial to get kinetic and thermodynamic data of a chemical process
although it never gave a clue on the reaction mechanisms. An important leap
further on the direction of elucidating reaction mechanisms was the introduction
of the reaction force since it provided a rational partition of the reaction coordi-
nate into the so-called reaction regions in which specific mechanisms might be
operating [16–22].

In this chapter, we are going to review all three aspects of a chemical reaction
on the basis of the Marcus’ equation that relates activation and reaction ener-
gies. Reaction mechanisms will be rationalized within the frame of the reaction
force analysis (RFA) that allows a partition of the reaction coordinate in reac-
tion regions in which different mechanisms might be operating. On the other
hand, chemical events explaining the reaction mechanism will be characterized
through the reaction electronic flux (REF) that is a density functional theory
(DFT)-based descriptor of the electronic activity taking place during a chemical
reaction.

23.2 Theory of the Mechanism of Chemical Reactions

23.2.1 The Reaction Force Analysis

As already mentioned, a major leap on the characterization of reaction mechanism
was the introduction of the reaction force, defined as [16]

F(𝜉) = −
(

dE(𝜉)
d𝜉

)
(23.7)

So, to any energy profile it corresponds a reaction force profile that is obtained
through numerical or analytic differentiation of E(𝜉), as illustrated in Figure 23.3.
The five key points on the reaction force profile are the same as for the energy
profile, reactant, transition state, and product to which the reaction force minimum
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Color Fig: 23.3
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Figure 23.3 Correspondence between energy and reaction force profiles. The energy
profile has three key points, whereas the reaction force profile exhibits five points of
interest.

Color Fig: 23.4

Figure 23.4 Reaction regions defined for
an elementary step. The force minimum
and the force maximum define the borders
for the regions.
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and maximum have to be added. These five points are used to define reaction
regions along 𝜉 in which different mechanisms might be operating, as indicated in
Figure 23.4.

The reactant and product regions are structurally intensive. In the reactant
region, structural rearrangements prepare the reaction, whereas in the product
region the structural relaxation leads to the products [23–27]. These two regions are
characterized mainly by secondary and tertiary chemical events. In contrast to this,
the transition state region is mostly electronically intensive. Here, most electronic
activity takes place through primary chemical events; see Figure 23.1 [20, 28]. In
fact the transition state region hosts activated reactants and products, which are
unstable species that appear and disappear, promoting the reaction in one sense or
the other. Significantly, the numerical value of the definite integral of reaction force
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(RF) in given intervals along 𝜉 gives information about the energy associated with
specific chemical events that might be driving the reaction within those intervals,
defining reaction works as [17]

Wi = −∫
𝜉i+𝛿𝜉

𝜉i

F(𝜉)d𝜉 (23.8)

In this way, it is possible to quantify the energetic expenditure of specific chemical
events taking place anywhere along the reaction coordinate. In particular, and with
the aim of providing a natural partition of activation and reaction energies, reaction
works W1,W2,W3, and W4, consistent with the already defined reaction region, are
given by

W1 = −∫
𝜉1

𝜉R

F(𝜉)d𝜉 > 0; W2 = −∫
𝜉0

𝜉1

F(𝜉)d𝜉 > 0 (23.9)

W3 = −∫
𝜉2

𝜉0

F(𝜉)d𝜉 < 0; W4 = −∫
𝜉P

𝜉2

F(𝜉)d𝜉 < 0 (23.10)

where 𝜉0 is the position of the transition state. The above-defined reaction works
introduce a new perspective into activation and reaction energies, which can be
expressed as

ΔE∘ =
(

W1 + W2 + W3 + W4
)

(23.11)

and

ΔE≠ =
(

W1 + W2
)

(23.12)

Note that since the reaction works are defined within regions in which structural or
electronic effects prevails over the other, the physical nature of these key energies
is then revealed in terms of the relative weight of structural and electronic effects.
In this context a new perspective on activation processes is obtained, illustrated in
Figure 23.5.

In summary, the RFA provides a reliable framework to analyze the different reac-
tion mechanisms that might be operating within the different reaction regions. It

Color Fig: 23.5
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Figure 23.5 The activation process from the perspective of the reaction force.
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is important to note that for multistep reactions, more reaction regions have to be
defined and a n-step reaction will have (2n + 1) reaction regions with n transition
state and (n − 1) intermediate regions, besides the reactant and product regions [19,
23, 29–33]. The energy involved in activation and relaxation can be easily quantified
through the reaction works evaluated within the different regions, thus allowing to
identify their physical nature.

23.2.2 The Marcus Potential Function

Recently a potential function consistent with the Marcus equation has been
proposed [34], which is given by

E(m)(𝜉) = −1
4
ΔE≠

∘ 𝜉
4 + ΔE≠

∘ 𝜉
2 + 1

4
ΔE∘𝜉2 (23.13)

As it can be seen, the Marcus potential (E(m)(𝜉)) is a two-parameter polynomial func-
tion. Both parameters have known physical meaning, the intrinsic activation energy
ΔE≠

∘ accounting for structural distortion and the reaction energy (ΔE∘) accounting
for the thermodynamic driving force of the chemical process. Therefore, the Marcus
potential can be defined by having the energy of the reactants, products, and the TS.
This potential naturally spans in an interval {0,2} yielding an energy profile over
𝜉 that recovers the activation energy and the reaction energy. The position of the
transition state for E(m)(𝜉) is given by(

dE(m)(𝜉)
d𝜉

)
𝜉0

= 0 → 𝜉0 =

[
2 + 1

2

(
ΔE∘

ΔE≠
∘

)]
(23.14)

When Eq. (23.13) is evaluated at 𝜉0, the Marcus equation is recovered. Therefore, the
classical ME is a particular case of the Marcus potential.

23.2.3 The Reaction Force Analysis of E(m)(𝝃)

It is possible to perform the RFA using the analytic Marcus’ potential function
given in Eq. (23.11). The reaction force in the context of the Marcus potential is
given by [34]

F(m)(𝜉) = −
(

dE(m)

d𝜉

)
= ΔE≠

∘ 𝜉
3 − 2ΔE≠

∘ 𝜉 −
1
2
ΔE∘𝜉 (23.15)

The reaction force F(m)(𝜉) vanishes zero at the reactant and transition state. After
the TS, it continues to increase so that it can only be used for activation processes
although relaxation can be treated as a reverse activation. Another important
result is that the minimum of the Marcus’ reaction force (𝜉1) can be derived
analytically:

𝜉2
1 = 1

3
𝜉2

0 = 1
3

[
2 + 1

2

(
ΔE∘

ΔE≠
∘

)]
(23.16)
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and therefore, integrating F(m)(𝜉)within the right intervals will lead to analytic forms
for reaction works W (m)

1 and W (m)
2 :

W (m)
1 = ∫

𝜉1

𝜉R

F(m)(𝜉)d𝜉

= −1
4
ΔE≠

∘
(1

9
𝜉4

0

)
+ ΔE≠

∘
(1

3
𝜉2

0

)
+ 1

4
ΔE∘

(1
3
𝜉2

0

)

= 5
9
ΔE≠

∘ + 5
18

ΔE∘ + 5
144

[
(ΔE∘)2

ΔE≠
∘

]
(23.17)

and

W (m)
2 = ∫

𝜉0

𝜉1

F(m)(𝜉)d𝜉

= −1
4
ΔE≠

∘
(8

9
𝜉4

0

)
+ ΔE≠

∘
(2

3
𝜉2

0

)
+ 1

4
ΔE∘

(2
3
𝜉2

0

)

= 4
9
ΔE≠

∘ + 4
18

ΔE∘ + 4
144

[
(ΔE∘)2

ΔE≠
∘

]
(23.18)

with

W (m)
1 + W (m)

2 = ΔE≠
m (23.19)

where ΔE≠
m is the same expression for the activation energy given in Eq. (23.4), and a

subindex (m) has been added to ΔE≠ to stress its analytic origin. A relevant result is
that within the framework of the Marcus’ potential function, the reaction work W (m)

1
represents 56% of the activation energy, confirming the preponderance of structural
reorganizations over electronic reordering, a fact that has been empirically observed
in many reactions.

23.3 The Reaction Electronic Flux

The REF measures the electronic activity taking place along the reaction coordinate,
which is defined as [35–37]

J(𝜉) = −d𝜇
d𝜉

(23.20)

where 𝜇 is the electronic chemical potential accounting for the escaping tendency
of electrons from equilibrium [38–40], defined as

𝜇 =
(

dE
dN

)
v(r⃗)

≈ −1
2
(IP + EA) ≈ 1

2
(𝜖H + 𝜖L) (23.21)

where N is the total number of electron of the system, v(r⃗) is the external potential,
and the pairs {IP,EA} and {𝜖H, 𝜖L} are the ionization potential and electron
affinity; and the frontier molecular orbital energies, highest occupied molecular
orbital (HOMO) and lowest unoccupied molecular orbital (LUMO), respectively.
To obtain the working formulae given in the above equation from the differential
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definition of 𝜇, it is necessary to invoke the finite difference approximation [41]
and the Koopmans theorem [42]. In this context, the simple knowledge of frontier
molecular orbital energies along 𝜉 is enough to get a profile for the chemical
potential, 𝜇(𝜉), which produces crucial information about the electronic activity
that drives a chemical reaction [25, 29, 43]. It has been established that positive
values of J(𝜉) are associated with spontaneous electronic activity driven by bond
strengthening/forming processes, whereas negative values are associated with
non-spontaneous electronic activity that is conducted by bond weakening/cleavage
processes [28, 43].

23.3.1 Physical Partition of the REF

To better rationalize results from REF, a physical partition of J(𝜉) was proposed [30,
37, 44] in terms of electronic polarization and transfer effects (Figure 23.6):

J(𝜉) =
(

Jp(𝜉) + Jt(𝜉)
)

(23.22)

where Jp(𝜉) and Jt(𝜉) are polarization and transfer fluxes, respectively. In this way, it
is possible to characterize the nature of the electronic activity that drives the reaction
along 𝜉.

23.3.2 Chemical Partition of the REF

A chemical partition of the REF is also available [45], which is derived from the
electrophilicity index 𝜔:

𝜔 = 𝜇2

2𝜂
(23.23)

where 𝜂 is the hardness expressed in the frame of conceptual DFT as the derivative
of 𝜇 with respect to the total number of electrons. Therefore,

J(𝜉) = 1
2
ΔNmax (𝜉)

(
d𝜂
d𝜉

)
+ 1

ΔNmax (𝜉)

(
d𝜔
d𝜉

)
(23.24)

=
(

J𝜂(𝜉) + J𝜔(𝜉)
)

(23.25)

withΔNmax = −𝜇∕𝜂 being the maximum number of electrons the system can accept.
Therefore, the following component of the reaction flux emerges

J𝜂(𝜉) =
1
2
ΔNmax (𝜉)

(
d𝜂
d𝜉

)
(23.26)

Color Fig: 23.6

Figure 23.6 Conceptual
interpretation of the
reaction electronic flux.
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and

J𝜔(𝜉) =
1

ΔNmax (𝜉)

(
d𝜔
d𝜉

)
(23.27)

The pair {J𝜂, J𝜔} can be used to rationalize results of REF in terms of well-known
reactivity descriptors such as hardness and electrophilicity index.

23.3.3 REF, Electronic Populations, and Bond Orders

To complement the REF results, it is possible to link the REF with local electronic
properties such as bond orders, atomic charges, and electronic populations. The link
comes from the very definition of the chemical potential in DFT [38, 39]:

𝜇 = ∫ f (r⃗)𝛿v(r⃗)dr⃗ → 𝜇 ≈
∑

k
vkfk (23.28)

and therefore, the REF can be written in terms of condensed to atoms quantities:

J(𝜉) ≈ − 1
N
∑

k

(dvk

d𝜉

)
⋅ 𝜌k −

1
N
∑

k

(d𝜌k

d𝜉

)
⋅ vk (23.29)

where, since the condensed external potential vk remains constant all along the reac-
tion coordinate, the first term of the right-hand side can be overlooked. In this con-
text the REF becomes proportional to the derivative of electronic population on atom
k weighted by the constant external potential. Following the above equation, it is pos-
sible to use bond orders to identify specific bond processes (forming/cleavage) that
might be prime responsible for the electronic activity evidenced by the REF.

23.4 Selected Applications

23.4.1 Reaction Force Analysis and REF

Carbocation rearrangements are involved in many enzyme-catalyzed biochemical
reactions; in particular, the carbocation triple shift (CCTS) reaction is one of the
most unusual types of rearrangements discovered. The CCTS consists in concerted
processes that are characterized by three main events, which are [1] 1,2-methyl
shift, [2] 1,3-hydride shift, and [3] 1,2-alkyl shift [46]. In this study, the reactant,
product, and transition state geometries were optimized at the B3LYP/6-31+G(d,p)
level using the Gaussian 09 package, which has proven to be a good methodology for
the description of this mechanism. Results are summarized in Figure 23.7. It can be
observed that the reaction force profile suggests the existence of intermediates, thus
leading to four reaction regions, as indicated by the different colors on the figures.
The table indicate that all chemical events that drive a portion of the progress of the
reaction have associated a value of energy adsorbed or released indicating that
the RFA provides a very detailed scrutiny of the energy involved in the chemical
transformation. On the other hand, it can be observed on the right-bottom panel
that the REF is basically constructed from the contributions, at different stages of
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the reaction, of the specific chemical event, the REFs to which are determined by
fragmentation of the supermolecule into relevant topologic fragment containing
the chemical event under study.

23.4.2 Physical and Chemical Partition of REF

To illustrate the chemical and physical partition of the REF, we will analyze the
two-step mechanism of the formation of aminoacetonitrile (NH2CH2CN) from
methanimine (NHCH2) and hydrogen isocyanide (CNH). The interest of this
reaction comes from the fact that aminoacetonitrile is a direct precursor of glycine
and the reaction may take place in the interstellar medium, where both reactants
have been observed [45]. The reaction takes place following two steps as indicated
in Figure 23.8. It can be observed in the Figure 23.8 that in step 1 physical and
chemical components of the partition match each other very closely and in step 2
the situation consistency is more qualitative.

The physical and chemical representations of the REF for R1 and R2 are given in
left and right bottom panels, where each one includes four plots. (a) Red and blue
curves correspond to Jp(𝜉) and Jt(𝜉), respectively; black curve is the total REF: J(𝜉) =
Jp(𝜉) + Jt(𝜉). (b) Red and blue curves correspond to J𝜂(𝜉) and J𝜔(𝜉), respectively;
black curve is the total REF: J(𝜉) = J𝜂(𝜉) + J𝜔(𝜉). The inset on the Figure 23.8 shows
the variation of ΔNmax (𝜉). (c) Comparison between Jt(𝜉) and J𝜂(𝜉). (d) Comparison
between Jp(𝜉) and J𝜔(𝜉). Consistency between the two approaches was reached for
the case of the formation reaction of aminoacetonitrile. A very good correspondence
between the pairs {Jp, J𝜔} and {Jt, J𝜂} was obtained, thus giving new conceptual
insights on the physical interpretation of the REF and its components.

23.5 Conclusions

In this chapter, we have given an overview of a protocol based on the RFA to charac-
terize the most frequently elusive mechanism of chemical reactions. The bunch of
tools we reviewed starts with the characterization of transition states and the activa-
tion energy. This can be achieved using simple empirical models such as the BEP or
the Marcus’ equation. The usefulness of energy profiles to track specific events that
drive the reaction has been put in value; numerical and analytic profiles can be used
to rationalize them. In this context, an analytic potential was formulated to extend
the validity of the ME and to characterize energies associated to specific stages as
the reaction progress, energies that are crucial in the unfolding of the mechanism.
It has been proven that the RFA is a very powerful tool to define a framework based
on the reaction coordinate to zoom-in into the specific effects that drive a chemical
reaction.

REF emerged as a very useful tool to characterize the electronic activity that
takes place at every step of the reaction; the coupling between conceptual DFT
and the classical physical chemistry of reactions is then achieved. Physical and
chemical partitions of the REF provide different ways to rationalize the electronic
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activity: the first one uses polarization and transfer effects, and the second one
involves well-known DFT descriptors of chemical reactivity. In this context, the
link between both approaches provides new interpretative resources to analyze any
chemical process.

Integration of different tools, global and local properties of a chemical reaction,
produces a very powerful protocol to analyze chemical events and to assign them the
relevance they have in a given step of the reaction. Like a musical piece made of musi-
cal notes that are going on and off along the whole artwork, a chemical reaction is
made of chemical events that show up and disappear sequentially or synchronously
as part of a vast ensemble of events that remain active until completion of the desired
chemical change, where equilibrium is reached.
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Abstract
The study of the detailed processes that leads to the transformation of matter is very
important for many reasons, including the understanding and controlling reactions
that produce the fine chemicals present in all areas of human development such
as pharmacy, medicine, food, materials, and agriculture. Thermodynamic, kinetic,
and mechanism are the three key dimensions of chemical reactions that condition
the feasibility of a chemical transformation: the first two deal with the energy and
time involved in the reaction, and the third dimension is the reaction mechanism,
the way in which the atoms belonging to a reacting molecule reorder to form a new
molecule. In this chapter, we will concentrate on reaction mechanisms, probably
the most important dimension for rationalizing chemical reactions; we will define
descriptors for the evolution of the electronic activity involved in a chemical reaction
and provide a protocol to analyze the whole transformation step by step. The theory
of reaction mechanisms developed here will be complemented with some consid-
erations on transition states and activation energies. In the search for more refined
chemical analysis based on energetics and mechanism, mathematical expressions
that are useful in describing and characterizing chemical reactions are provided. We
think these equations may be used to feed machine learning infrastructures to access
to much more complex reactions.
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