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SUMMARY

In the present work we have analyzed the chemical 
reactivity of 10 experimental conformers reported 
for human insulin 2HIU. Through the semiempir-
ical PM6 method, descriptors of reactivity derived 
from the functional density theory were calculated, 
such as ionization energy, hardness, electrophilic-
ity and frontier orbitals. Additionally, insulin 2HIU 
was optimized through the MOZYME linear scal-
ing method and the level of theory ONIOM method 
(B3LYP/6-311++G(2p,2d)//UFF). The results obtained 
indicate that the geometry in the region of the cys-
teines CYS7A-CYS7B is similar to that predicted by 
the semiempirical method PM6 and the level of theo-
ry ONIOM(B3LYP/6-311++G(2p,2d)//UFF). Only the 
conformer 6 reported by Hue et al showed activity 
in the cysteine region, a position that has been ex-
perimentally identified with the biological activity of 
insulin. The results obtained suggest that a change in 
conformation of 2HIU drastically changes the reac-
tivity of insulin and may inhibit its biological activity.

Keywords: Insulin; PM6; ONIOM; MOZYME; 
Fukui function; 2HIU.

RESUMEN

En el presente trabajo analizamos la reactividad quí-
mica de 10 confórmeros experimentales reportados 
para la insulina humana 2HIU. A través del método 
semiempírico PM6 se calcularon descriptores de re-
actividad derivados de la teoría de funcionales de la 
densidad, tales como energía de ionización, dureza, 
electrofilicidad y orbitales frontera. Adicionalmente 
la insulina 2HIU fue optimizada a través del método 
de escalamiento lineal MOZYME y el nivel de teoría 
ONIOM(B3LYP/6-311++G(2p,2d)//UFF). Los resulta-
dos obtenidos indican que la geometría en la región 
de las cisteínas CYS7A-CYS7B es similar a la predicha 
por el método semiempírico PM6 y el nivel de teoría 

ONIOM(B3LYP/6-311++G(2p,2d)//UFF). Solo el con-
fórmero 6 reportado por Hue et al mostró actividad 
en la región de las cisteínas, posición que se ha iden-
tificado experimentalmente con la actividad biológica 
de la insulina. Los resultados obtenidos sugieren que 
un cambio en la conformación cambia drásticamente 
la reactividad de la insulina pudiendo inhibir su acti-
vidad biológica.

Palabras clave: Insulina; PM6; ONIOM; MOZY-
ME; función de Fukui; 2HIU

RESUM

En el present treball analitzem la reactivitat química 
de 10 confòrmers experimentals reportats per la insu-
lina humana 2HIU. Mitjançant el mètode semiempí-
ric PM6 es van calcular descriptors de reactivitat de-
rivats de la teoria dels funcionals de la densitat, com la 
energia de ionització, duresa, electrofilicitat i orbitals 
frontera. A més a la insulina 2HIU va ser optimitzada 
mitjançant el mètode d’escalament lineal MOZYME 
i el nivell de teoria ONIOM (B3LYP / 6-311 ++ G (2p, 
2d) // UFF). Els resultats obtinguts indiquen que la 
geometria a la regió de les cisteïnes CYS7A-CYS7B és 
similar a la predita pel mètode semiempíric PM6 i el 
nivell de teoria ONIOM (B3LYP / 6-311 ++ G (2p, 2d) 
// UFF) . Només el confòrmer 6 reportat per Hue et al 
va mostrar activitat a la regió de les cisteïnes, posició 
que s’ha identificat experimentalment amb l’activitat 
biològica de la insulina. Els resultats obtinguts sugge-
reixen que un canvi en la conformació canvia dràsti-
cament la reactivitat de la insulina i pot inhibir la seva 
activitat biològica

Paraules clau: Insulina; PM6; ONIOM; MOZYME; 
funció de Fukui; 2HIU.
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INTRODUCCIÓN

La insulina es una hormona del aparato digestivo que 
tiene la misión de facilitar que la glucosa que circula en 
la sangre ingrese a las células.1 La insulina, secretada 
por las células-β del páncreas ejerce efectos metabó-
licos en el cuerpo mediante la activación del receptor 
de la insulina o receptor insulínico (RI) en la pared ce-
lular.1-6 Una vez que la insulina se une al receptor de la 
insulina se produce un cambio en la conformación de 
su estructura y el RI transfiere grupos fosfato desde el 
ATP (trifostato de adenosina) a ciertas proteínas espe-
cíficas dentro de la célula.1-6 Esto ocasiona un aumento 
en el número de transportadores de glucosa (GLUTs) 
en la membrana celular permitiendo que las molécu-
las de glucosa ingresen desde el torrente sanguíneo al 
interior de los miocitos y los adipocitos; resultando así 
en un incremento en la concentración de glucosa en el 
interior de las células del músculo y del tejido adiposo.9, 

10 Bajo ciertas condiciones, la insulina producida en el 
páncreas es incapaz de activar el receptor insulínico 
en la membrana celular ocasionando un aumento en la 
concentración de la glucosa en la sangre y la aparición 
de la diabetes. Al ser la insulina una molécula clave 
en la activación metabólica, esta ha sido objeto de una 
intensa investigación tanto teórica como experimen-
tal.2-15 Experimentalmente, se ha identificado al recep-
tor de la insulina (RI) y su actividad tirosina quinasa 
intrínseca y ha sido señalado como el punto clave en el 
desarrollo de nuevos medicamentos.2 Adicionalmente, 
se han reportado estudios experimentales en donde se 
ha elucidado que la activación molecular del RI se lleva 
a cabo en el sitio de enlace entre la insulina y el RI en la 
pared celular.2También se ha reportado que existe una 
alta probabilidad de que la insulina forme agregados 
tales como dímeros, tetrámeros, hexámeros, etcétera, 
así como estructuras fibrosas en función del pH, la 
temperatura, concentración, etc.11-15 En resumen, se ha 
encontrado que la actividad de la insulina monoméri-
ca (Figura 1) consiste en dos cadenas polipéptidas: la 
cadena A (21 aminoácidos) y la cadena B (30 aminoá-
cidos). Aquí es importante mencionar que la actividad 
biológica de la insulina se ha asociado primordialmen-
te con las cisteínas que forman los puentes bisulfuro, 
las regiones terminales de la cadena A en el nitrógeno 
y carbono y los residuos hidrofóbicos en el carbono ter-
minal de la cadena B.2 Es importante considerar, que en 
la insulina, como en cualquier otra molécula, no todas 
las regiones tienen la misma reactividad y su actividad 
se localiza en determinadas zonas llamadas sitios acti-
vos. Esta reactividad puede inhibirse o modificarse ya 
sea porque alguna molécula extraña se acopla a estos 
sitios activos o porque existen cambios estructurales. 
Por lo tanto, un buen conocimiento del tipo y distribu-
ción de los sitios activos en la molécula permitirán es-
tablecer los mecanismos que impidan este proceso de 
inhibición. Hasta donde sabemos no existe un estudio 
teórico o experimental a nivel molecular que permita 
establecer el tipo y la distribución de sitios activos en la 
molécula 2HIU. A este respecto, las teorías aceptadas 
de la Mecánica Cuántica en combinación con los des-
criptores de reactividad derivados a partir de la Teoría 

de los Funcionales de la Densidad permiten determinar 
el tipo y distribución de sitios activos en una molécu-
la. Sin embargo, actualmente la aplicación de métodos 
ab initio para estudiar las propiedades electrónicas de 
proteínas pequeñas es prohibitiva en sistemas de cóm-
puto comunes. En este sentido, el método semiempíri-
co PM6,16 incluye mejoras en cuanto a tiempo de cóm-
puto y exactitud en comparación con los métodos PM3 
y AM1.17,18 Inclusive ha sido reportado que el método 
PM6 ha permitido mejorar las predicciones del proce-
so de docking ampliamente utilizado en el diseño de 
nuevos fármacos.19 Por lo tanto en el presente trabajo 
utilizamos las capacidades del método semiempírico 
PM6,16 para determinar la distribución de sitios activos 
en la insulina humana 2HIU.20 Consideramos que los 
resultados obtenidos permitirán entender el proceso de 
activación y desactivación que sufre la insulina 2HIU 
previo a su interacción con el RI lo que podrá sugerir el 
diseño de nuevos medicamentos para contrarrestar el 
efecto de la diabetes.

Figura 1. Insulina humana 2HIU.20

MATERIALES Y MÉTODOS

Para cada uno de los confórmeros reportados por 
Hue et al,20 se analizaron descriptores de reactividad 
en el nivel semiempírico PM6.16 Una vez identificado 
el confórmero de menor energía se utilizó el método 
de escalamiento lineal MOZYME para optimizar la 
insulina 2HIU.21 La región molecular asociada con la 
actividad biológica de la insulina se optimizó con el 
método ONIOM,22-24 el funcional hibrido B3LYP, 25-27 
la base numérica 6-311G++(2d,2p),28, 29 y el método de 
mecánica molecular UFF.30 La estructura molecular 
de la insulina fue consultada de la base de datos pro-
teindatabank.31 Para todos los cálculos se utilizó una 
estación de trabajo con 11 procesadores Intel Xeón a 
2.4 GHZ, con 7 GB de memoria RAM. Los cálculos 
se realizaron con el software MOPAC 2012 versión 
Linux,32 Gaussian 03,33 y fueron visualizados con 
Gaussview 3.09,34 Rasmol,35 Gabedit,36 y Arguslab.37

Teoría
A partir de la Teoría de los Funcionales de la Den-

sidad (TFD)es posible definir conceptos universales 
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sobre estabilidad y reactividad molecular tales como 
el potencial químico electrónico (μ), dureza absoluta 
(η), e índice global de electrofilicidad (ω).38-44 El po-
tencial químico electrónico (μ) fue definido por Parr 
et al,45 como   

                                                                (1)

dónde, μ es el negativo de la electronegatividad de 
la molécula, I es la energía de ionización vertical y 
A corresponde a la afinidad electrónica vertical. I 
se calcula como I = E(N–1) – E(N), donde E(N–1) 
corresponde a la energía electrónica de molécula ca-
tiónica y E(N) a la de la molécula en estado neutro. 
A se calcula como A = E(N)–E(N+1), donde E(N+1) 
corresponde a la energía de la molécula en su forma 
aniónica.

La dureza absoluta se define como:46-48

             		       	                             (2)

El índice global de electrofilicidad ω fue introducido 
por Parr y se calcula utilizando el potencial químico 
electrónico y la dureza química global η:42, 49, 50

                 	                                             (3)

De acuerdo a la definición ω mide la tendencia de 
una especie a aceptar electrones. Así, un buen nu-
cleófilo tiene valores bajos de μ y ω mientras que un 
electrófilo se caracteriza por altos valores de μ y ω. 
Adicionalmente, el principio de ácidos blandos y du-
ros (HSAB) ha sido útil para predecir la reactividad 
de sistemas químicos.47, 48, 50, 51-55 El principio HSAB 
se ha utilizado en un sentido local en términos de 
conceptos TFD tales como la función de Fukui 
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donde ( )rρ es la densidad electrónica, N es el número de electrones y v es el potencial 

externo ejercido por los núcleos. Este parámetro se encuentra asociado al orbital frontera 

dentro de la aproximación de core congelado. Esta aproximación considera qué cuando 

existe una variación en el número de electrones, solamente el orbital frontera respectivo se 
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donde ( )rH
ρ es la densidad electrónica del orbital molecular más alto ocupado (HOMO).

Cuando N aumenta a N + dN se obtiene la función Fukui para un ataque nucleofílico.62
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donde iP es la probabilidad correspondiente a la configuración i ; kT/1=β , donde k y T

son la constante de Boltzmann y la temperatura absoluta respectivamente y iε es la 

energía de la molécula en la configuración i .63 En la Tabla 1 se muestran los valores de la 

energía de formación obtenidas a través de un cálculo single point en el nivel semiempírico 

, donde k y T son la constante 
de Boltzmann y la temperatura absoluta respectiva-
mente y  es la energía de la molécula en la configu-
ración i .63 En la Tabla 1 se muestran los valores de la 
energía de formación obtenidas a través de un cálculo 
single point en el nivel semiempírico PM6. A partir 
de los valores reportados es posible notar que el con-
fórmero 6 resultó ser el más estable. Note también 
que este confórmero es ligeramente predominante en 
comparación con los otros confórmeros, ver Tabla 2. 
Dado lo anterior, se decidió analizar la reactividad de 
cada uno de los confórmeros reportados por Hua et 
al. Los descriptores de reactividad globales μ, η y ω 
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de los diez confórmeros determinados por Hua et al, 
se reportan en la Tabla 2. Note que a excepción del 
confórmero 4, los demás confórmeros presentaron 
valores similares en los valores de los descriptores de 
reactividad μ, η y ω. Note también que el confórme-
ro 4, mostró el menor valor de η y c A partir de los 
valores de η y μ se puede calcular el índice global de 
electrofilicidad ω, dado por la ecuación (6), en don-
de este índice de reactividad mide la susceptibilidad 
de aceptar electrones. Observe que el confórmero 4 
tiene el valor más bajo lo que sugiere que es el me-
jor nucleófilo en comparación a los otros confór-
meros. La distribución de los sitios electrofílicos en 
un sistema puede derivarse a partir de la teoría de 
los orbitales frontera dentro de la aproximación de 
core congelado,31 ecuación (5). Para determinar esta 
distribución, se analizaron los sitios donde el orbital 
frontera adquiere el mayor valor absoluto. El orbital 
HOMO para el confórmero 6 se encontró predomi-
nantemente distribuido en uno de los extremos de la 
cadena B, específicamente la mayor reactividad ante 
un ataque de tipo electrofilico se ubicó en el ami-
noácido GLU21B, (ver Figura 3a). La distribución de 
los sitios activos nucleofílicos para el confórmero 6 
se determinó empleando la ecuación (6) a través del 
mapeo del orbital LUMO (ver Figura 3a). Note que 
la mayor reactividad de tipo nucleofílico se ubicó en 
los aminoácidos CYS7A-CYS7B (puente disulfuro). 
Este resultado es coincidente con lo observado ex-
perimentalmente en donde la actividad biológica de 
la insulina se ha asociado al puente bisulfuro en las 
cisteínas.2 Análisis similares a los presentados para 
el confórmero 6, se llevaron a cabo para los 9 res-
tantes confórmeros reportados por Hua et al. Note 
que los confórmeros 1,2,3,4,5,7,8,9 y10 muestran di-
ferente distribución del orbital HOMO en función 
del confórmero, (ver Figura 4). Una situación similar 
se pudo determinar a partir del mapeo del orbital 
LUMO, (ver Figura 5). Observe que los mapeos de 
los orbitales frontera para los 10 confórmeros sugie-
ren que sólo el orbital LUMO del confórmero 6 ex-
hibe la reactividad experimental en la posición de las 
cisteínas, que permite la activación del RI en la pared 
celular. Adicionalmente observe que el confórmero 
6 resultó ser el de menor energía. En la Tabla 3, se 
resumen los resultados obtenidos para cada uno de 

los confórmeros estudiados. Es posible concluir que 
la reactividad de los confórmeros es dependiente de 
su estructura conformacional. Lo que es coinciden-
te con los valores de los descriptores de reactividad 
reportados en la Tabla 2. Los resultados anteriores 
sugieren que un cambio en la conformación cambia 
drásticamente la reactividad de la insulina, lo que 
puede llegar a inhibir la actividad biológica de la in-
sulina y con esto el proceso metabólico de la glucosa 
al no activar el receptor insulínico en la membrana 
celular.

Tabla 1. Distribución de los confórmeros de la insulina 
2HIU a 37 ºC de acuerdo con la ecuación (7).

Confórmero Calor de formación obtenido en el 
nivel semiempírico PM6.16

% de Distribución

1 -2096.13336 10.06
2 -2139.38449 10.26
3 -2099.07397 10.07
4 -1746.46884 8.38
5 -2119.02711 10.17
6 -2171.97032 10.42
7 -2135.71956 10.25
8 -2130.53661 10.22
9 -2109.59665 10.12

10 -2094.00076 10.05

Tabla 3. Aminoácidos más reactivos en cada uno de los 
confórmeros reportados por Hua et al. La reactividad se 

determinó en el nivel semiempírico PM6.16

Confórmero Sitios Electrofilicos Sitios nucleof ílicos
1 THR30B ASN21A, GLU21B, GLU13B, GLU17A

2
ASN21A, 
GLU13B, 
GLU17A

GLU21B, GLU13B, GLU17A, ASN21A

3 GLU13B GLU21B, GLU17A, ASN21A, CYS20A
4 THR30B GLU17A
5 GLU21B GLU17A, ASN21A, CYS20A
6 GLU21B CYS7A-CYS7B (puente disulfuro)
7 GLU13B GLU17A, ASN21A, CYS20A, GLU21B
8 GLU13B GLU17A, ASN21A, CYS20A, GLU21B

9 GLU13B, GLU17A, 
ASN21A, GLU21B GLU17A, ASN21A, GLU21B, GLU13B

10 ASN21A, 
GLU17A, GLU13B GLU17A, ASN21A, ASN21A, GLU21B,

Tabla 2. Parámetros de reactividad para los diferentes confórmeros de la insulina 2HIU [20]. Todos los valores fueron 
calculados en el nivel semiempírico PM6,16 empleando las ecuaciones (1), (2) y (3).

Confórmero HOMO’s Energy
/ eV

LUMO’s 
Energy

/ eV

A

/ eV

I

/ eV

m

/ eV

h

/ eV

w

/ eV

c

/ eV

D
(HOMO-LUMO) 

/ eV
1 -7.234 -6.623 -7.234 6.623 0.306 -13.857 -0.003 -0.306 -0.611
2 -6.953 -6.147 -6.953 6.147 0.403 -13.100 -0.006 -0.403 -0.806
3 -7.175 -6.429 -7.175 6.429 0.373 -13.604 -0.005 -0.373 -0.746
4 -6.713 -3.561 -6.713 3.561 1.576 -10.274 -0.121 -1.576 -3.152
5 -6.994 -5.783 -6.994 5.783 0.606 -12.777 -0.014 -0.606 -1.211
6 -7.362 -6.366 -7.362 6.366 0.498 -13.728 -0.009 -0.498 -0.996
7 -6.862 -5.972 -6.862 5.972 0.445 -12.834 -0.008 -0.445 -0.890
8 -6.667 -5.808 -6.667 5.808 0.430 -12.475 -0.007 -0.430 -0.859
9 -7.206 -6.316 -7.206 6.316 0.445 -13.522 -0.007 -0.445 -0.890

10 -7.311 -6.552 -7.311 6.552 0.380 -13.863 -0.005 -0.380 -0.759
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Figura 3 a) Distribución de los orbitales HOMO y LUMO 
del confórmero 6 en la insulina 2HIU en el nivel semiem-
pírico PM6.16 Representación de los átomos más reactivos 

en la insulina 2HIU.

Aunque el método semiempírico PM6 ha mostra-
do buenos resultados para predecir las propiedades 
moleculares de hormonas,16 hasta donde sabemos no 
se ha reportado si es crítico o no incluir el efecto de 
todos los electrones en el cálculo de la geometría mo-
lecular en esta clase de moléculas. Aquí es importan-
te mencionar que una desventaja de los métodos de 
estructura electrónica que incluyen todos los electro-
nes; consiste en el límite computacional establecido 
debido al tiempo de cálculo y la memoria requerida, 
particularmente cuando se utilizan cálculos abini-
tio. Este límite computacional se hace más evidente 
conforme la cantidad de electrones en el sistema mo-

Figura 4. Distribución del orbital frontera HOMO para nueve confórmeros de la insulina 2HIU obtenidos en el nivel PM6,16 
la distribución para el confórmero 6 se muestra en la Figura 3.

Figura 5. Distribución del orbital frontera LUMO para nueve confórmeros de la insulina 2HIU obtenidos en el nivel PM6,16 
la distribución para el confórmero 6 se muestra en la Figura 3.
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lecular aumenta ocasionando que el cálculo de pro-
piedades moleculares de sistemas como la insulina 
sea prohibitivos en sistemas de cómputo convencio-
nales. A este respecto el método ONIOM desarro-
llado por Morokuma et al permite atajar este tipo de 
dificultades. 22-24 Bajo la aproximación propuesta por 
Morokuma et al es posible analizar las propiedades 
moleculares de un sistema grande dividiéndolo por 
capas.22,24 Esto consiste en que la región de mayor in-
terés se analiza con un nivel alto de teoría mientras 
que el resto de la molécula se puede modelar con un 
nivel bajo de teoría. Esta estrategia permite reducir 
el tiempo de cálculo y la memoria requerida para 
determinar las propiedades moleculares en la región 
seleccionada y con un nivel alto de teoría. Dentro 
del método ONIOM se ha reportado que la separa-
ción del sistema en dos capas proporciona resultados 
equivalentes a los exhibidos por sistemas donde la di-
visión involucra tres capas. Lo anterior ha dado lugar 
a que se siga la estrategia QM/MM que indica que la 
capa de interés se analiza con métodos de mecánica 
cuántica mientras que el resto puede modelarse uti-
lizando mecánica molecular. En el presente trabajo y 

considerando los resultados obtenidos en la sección 
previa y la evidencia experimental de que la actividad 
biológica de la insulina se encuentra ubicada en la re-
gión correspondiente a las cisteínas CYS7A-CYS7B. 
Se optimizó la geometría de este puente en el con-
fórmero 6, en el nivel de teoría ONIOM(B3LYP/6-
311G++(2d,2p)//UFF). La división por capas de acuer-
do al método ONIOM es la mostrada, ver Figura 6a. 
Adicionalmente se utilizó el método de escalamiento 
lineal MOZYME para realizar la optimización global 
de la molécula. 21 Las distancias y ángulos de enlace 
para las estructuras optimizadas utilizando el méto-
do ONIOM (Figura 6b), MOZYME (Figura 6c) y el 
confórmero 6 no mostraron diferencias significativas 
en las regiones correspondientes al puente CYS7A-
CYS7B. Adicionalmente las geometrías obtenidas 
fueron bastante cercanas a la reportada por Hua et al 
(Figura 6d).20 Los resultados anteriores sugieren que 
los métodos semiempíricos PM6 reproducen ade-
cuadamente la geometría experimental y la teórica 
predicha por niveles de cálculo más sofisticados tal 
como ONIOM(B3LYP/6-311G++(2d,2p)//UFF).

Figura 6. a) División por capas QM/MM de acuerdo al método ONIOM, geometría del puente de las cisteínas b) optimiza-
do en el nivel ONIOM(B3LYP/6-311G++(2d,2p)//UFF), c) optimizado en el nivel MOZYME/PM6 y d) confórmero 6.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo analizamos la capacidad del 
método semiempírico PM6, para determinar la dis-
tribución de sitios activos en la insulina 2HIU. Los 
resultados sugieren que el método PM6 predice 
geometrías similares a las obtenidas por el método 
ONIOM(B3LYP/6-311++G(2p,2d)//UFF). Pudo ob-
servarse que un cambio conformacional en la insu-
lina puede desplazar la reactividad del puente hacia 
otros aminoácidos causando una posible inhibición 
de su actividad biológica. El confórmero 6 reportado 
por Hua et al resultó ser el único confórmero que ex-
hibe la reactividad en la región de las cisteínas CY-
S7A-CYS7B donde la molécula presenta su actividad 
biológica.
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