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Resumen

Las proteinas prion (PrP) y alfa sinucleina (AS) humanas se encuentran principalmente
expresadas en el cerebro, en las membranas presindpticas del sistema nervioso central y en el
citosol de terminales presindpticas en neuronas dopaminérgicas, respectivamente. Aunque la
funcion biologica de estas proteinas atn no se ha descrito completamente, se ha propuesto
que la interaccidon con cobre puede tener implicaciones tanto en su funciéon, como en la
patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas vinculadas a la agregacion de estas
proteinas. En esta Tesis, se elucidd la coordinacion de Cu(Il) y Cu(I) al sitio de la His111 de
la proteina PrP (usando como modelo el fragmento 106-115) y al sitio N-terminal de la
proteina AS, utilizando diferentes técnicas de espectroscopia (absorcion y dicroismo circular
electronico en la region UV-visible, resonancia paramagnética electronica, resonancia
magnética nuclear y absorcion de rayos X) en combinacion con célculos de estructura
electronica.

La proteina prion en el sitio de la Hisl11 presenta el motivo MKHM que le confiere
propiedades interesantes en la coordinacion de Cu(Il) y Cu(I). Respecto a Cu(Il), la
coordinacién ocurre a través de ligandos oxigeno y/o nitrogeno en los modos de coordinacion
3N10 y 4N, los cuales pueden existir en equilibrio a pH 7.5. En cuanto a Cu(I), ademas de
que la coordinacion es dependiente del pH, las metioninas 109 y 112 juegan un papel muy
importante como ligantes del i6n metélico. A pH > 8 se identificaron las especies 2N101S,
con solo un residuo de metionina; en un rango de pH de 5 a 8 se favorece un modo de
coordinacion IN102S, en el que las dos metioninas estdn presentes en la coordinacion,
ademads del nitrégeno imidazol de la His111 y un cuarto ligante que puede provenir de un
grupo carbonilo o una molécula de H,O; finalmente a pH < 5, los residuos de metionina
hacen posible la existencia de la especie Cu(I)-2S. Por lo tanto, incluso si se presentan
cambios drasticos en el ambiente quimico como aquellos ocurridos en la endocitosis, el
motivo MKHM permite la coordinacion de Cu(l), consistente con una funcion de
transportadora de Cu para esta proteina. Por otro lado, se identifico que al pH del medio
extracelular, el complejo Cu(I)-1N102S podria ser la especie fisiologicamente relevante. Esta
especie es capaz de activar O, a través de un mecanismo de esfera interna, que involucra la

posible formacion de un complejo Cu(Il)-superdxido. En este proceso los residuos de
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metionina son oxidados parcialmente a sulféxido. La habilidad que tiene este sitio, gracias a
la presencia de las metioninas, para contener especies reactivas de oxigeno puede ser parte de
la funcién antioxidante que se ha propuesto para la proteina prion.

Respecto a la proteina AS, se explord la coordinacion de Cu en el sitio N-terminal (residuos
MDVFM), en dos escenarios diferentes: cuando el N-terminal de la proteina se encuentra
libre y cuando estd en su forma acetilada. Los resultados indican que a pH 6.5 la forma no
acetilada de la proteina AS coordina Cu(I) con un modo de coordinacién 1N102S, donde
participan los grupos tioéter de la Metl y la Met5, el oxigeno carboxilato del Asp2 y el grupo
amino terminal. Si este complejo se encontrara en un ambiente oxidante, por ejemplo en el
espacio extracelular, la especie de Cu(l) podria reaccionar con O, y formar las especies
Cu(I)-2N201S y Cu(Il)-2N20. Aunque este proceso tiene asociada una alta energia de
reorganizacion, la 6xido-reduccion de este sitio podria generar especies reactivas de oxigeno
que promoveran la oxidacion de los residuos de metionina.

Por otro lado, si la proteina se encuentra acetilada, con Cu(I) se favorecera el modo de
coordinacién 20285, donde el grupo NH; es remplazado por el oxigeno del grupo carbonilo
del acetilo. Sin embargo en un ambiente oxidante, la acetilaciéon de la proteina ofrece un
panorama muy diferente respecto a la forma no acetilada. Con la proteina AcAS no es posible
la coordinacion de Cu(Il) en este sitio, por lo tanto, el idn metalico podria ser liberado al
espacio extracelular, teniendo implicaciones en la homeostasis del metal.

En general, este estudio aporta nueva informacion sobre las propiedades de coordinaciéon con

Cu y reactividad de los sitios His111 y N-terminal en las proteinas humanas PrP y AS.
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Abstract

Human prion (PrP) and alpha synuclein (AS) proteins are mainly expressed in the brain, at
the pre-synaptic membranes in the central nervous system and at the cytosol of dopaminergic
neurons, respectively. Although the biological function of these proteins has not been
elucidated completely, it has been proposed that interaction of them with copper may have
implications in both, their physiological function and the pathogenesis of neurodegenerative
diseases related to the aggregation of these proteins. In this Thesis, the coordination of Cu(Il)
and Cu(l) to the His111 site of PrP and to the N-terminal site of AS was elucidated, using
several spectroscopic techniques (electronic absorption, circular dichroism, electronic
paramagnetic resonance, nuclear magnetic resonance and X-ray absorption) in combination

with electronic structure calculations.

The MKHM motif of the Hisl11 site in PrP confers it with interesting Cu(Il) and Cu(l)
coordination properties. In this site, Cu(Il) coordination occurs through oxygen and/or
nitrogen ligands in the 3N10 and 4N coordination modes, which can exist in equilibrium at
pH 7.5. Regarding Cu(I), the coordination is also pH-dependent, while Met109 and Met112
play an important role in Cu(I) coordination. At pH > 8, 2N101S species are formed, with
only one methionine (Met) residue; in the range of pH 5-8, both Met residues are present in
the IN10O2S species, which involves the imidazole nitrogen of His111, and an oxygen ligand
belonging to a water molecule or a carbonyl moiety; finally, at pH < 5, both Met residues
anchor the metal ion to form a Cu(I)-2S species. Thus, even upon drastic changes in chemical
environment, such as those occurring during endocytosis, the MKHM motif ensures Cu(l)
binding, which is consistent with a copper transport function for this protein. On the other
hand, the Cu(I)-IN102S complex is the physiologically relevant species in the extracellular
space. This species activates O, via an inner-sphere mechanism, likely involving the
formation of a Cu(Il)-superoxide complex. In this process the Met residues are partially
oxidized to sulfoxide. The ability to scavenge superoxide in this site may play a role in the
proposed antioxidant function of PrP.

In this study, the Cu coordination at N-terminal site (MDVFM residues) of the AS protein

was explored in two different scenarios: with a free unmodified N-terminus, and with an
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acetylated N-terminal group. The results indicate that at pH 6.5 the non-acetylated form of
AS coordinates Cu(I) with a IN102S mode, with the participation of the thioether groups
from Metl and Met5, the carboxylate oxygen from Asp2 and the N-terminal group. In an
oxidizing environment, as in the extracellular space, this complex could react with dioxygen
to form the Cu(I1)-2N201S and Cu(II)-2N20 species. Even though this process is inefficient,
since is associated to a large reorganization energy, the redox activity at this site could
generate reactive oxygen species that would result in the oxidation of Met residues. On the
other hand, if the protein is acetylated, Cu(I) binding yields a 202S coordination mode,
where the N-terminal group is replaced by the carbonyl oxygen of the acetyl group. However
in an oxidizing environment, acetylation of AS provides a very different scenario, as
compared to the non-acetylated form. Acetylated AS cannot coordinate Cu(Il), therefore, the
copper ion could be released into the extracellular space, having implications in the
homeostasis of this metal ion.

Overall, this study provides further insight into the Cu coordination and reactivity properties

of His111 and N-terminal sites in PrP and AS human proteins.
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1. Introduccion.

En los seres vivos las moléculas mas abundantes que existen ademds del agua son las proteinas.
En el interior de una célula, las proteinas y otras macromoléculas estdn presentes en una
concentracion de 300-400 mg/mL. El cuerpo humano contiene alrededor de 100,000 proteinas
diferentes, que virtualmente, estimulan y/o controlan cada proceso quimico de los que depende
nuestra vida.'! Naturalmente existen veinte diferentes tipos de aminoacidos que conforman las
proteinas, estos se combinan en diferente orden y numero en una cadena polimérica para dar
como resultado una proteina tnica. Después de su biosintesis en el ribosoma, la mayoria de las
proteinas son convertidas en estructuras compactas altamente plegadas, esto es, adquieren su
estado nativo, el que les confiere su funcion bioldgica. Sin embargo, diversos factores pueden
inducir un plegamiento incompleto, originando que ciertas regiones de las proteinas que debieran
estar en el interior, en el estado nativo, queden expuestas en la superficie; estas regiones
expuestas pueden llevar a cabo interacciones inadecuadas con otras moléculas y facilitar la
agregacion y/o acumulacion de las proteinas, con severas consecuencias para el funcionamiento
de la célula.® Existe amplia evidencia de que muchas enfermedades estan asociadas con el
plegamiento anémalo de proteinas. Algunas de estas enfermedades resultan del simple hecho de
que la proteina no tiene un correcto plegamiento y por lo tanto no lleva a cabo adecuadamente su
funcion.’

Por otro lado, las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la presencia de un exceso
o acumulacién anormal de proteinas agregadas, que conduce a la perdida progresiva de la
estructura y funcién de las neuronas y finalmente esto lleva a la muerte neuronal. Entre estos
desordenes cognitivos, podemos encontrar las enfermedades de Parkinson y las Encefalopatias
espongiformes transmisibles (7SEs, por sus siglas en Inglés). En estas dos enfermedades,
proteinas que normalmente se encuentran solubles, se convierten en agregados insolubles que
forman depositos toxicos extra y/o intracelulares en diversas regiones del cerebro.”

Los depdsitos amiloides en estas enfermedades son agregados de las proteinas a-sinucleina (AS)
en el caso de Parkinson,’ y prion (PrP) en el caso de las TSEs.® Ademas de las proteinas, en los
agregados amiloidogénicos también se encuentra una alta concentracion de metales como Fe, Cu
y Mn. También se ha propuesto que en estas enfermedades ocurre un desbalance homeostatico de

los metales mencionados,’ esto ultimo podria estar generando la acumulacién de estos metales en



los depositos amiloides. En las Gltimas décadas diversos estudios han demostrado como los iones
metélicos pueden promover eventos conectados con la neurodegeneracion.”

La Tabla 1.1 lista varias enfermedades relacionadas con la agregacion de proteinas y los iones
metalicos que se han vinculado a su patogénesis. Como se puede notar, el i6n Cu es un factor
comun involucrado en estas enfermedades. Actualmente se cuenta con amplia evidencia que
demuestra que las proteinas AS y PrP coordinan Cu(Il) con alta afinidad. Asimismo, a pesar de

que la funcion fisioldgica de estas proteinas aun no se ha descrito completamente, en cuanto a la
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proteina prion, muchas propuestas sefialan que el cobre tiene un rol fundamental en su funcion.
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Tabla 1.1. Metales y proteinas vinculados en diversas enfermedades.

Enfermedad Proteina Metal
Alzheimer Péptido B amiloide / proteina tau Cu, Fe, Zn
TSEs/Creutzfeldt-Jakob Prion Cu, Mn
Parkinson a-sinucleina Cu, Fe, Mn
Cataratas Cristalinas Cu, Fe
Diabetes tipo 2 Péptido amilina Cu, Zn
Esclerosis lateral amiotrofica  Superdxido dismutasa 1 Cu, perdida de Zn

Otro comtin denominador que presentan las enfermedades neurodegenerativas es la participacion

. . . C 1 (. 4, 14-15
de radicales libres y estrés oxidativo en su patogénesis.”

Resulta muy importante destacar
que el Cu(Il) es un i6n metalico que puede cambiar su estado de oxidacion a Cu(I), por lo tanto
los complejos que forma con las proteinas AS y PrP pueden formar sitios que generen especies
reactivas. Esto pudiera vincularse con el estrés oxidativo que esta presente en la patogénesis de
estas enfermedades. Algunos estudios han demostrado como los complejos de Cu-AS y Cu-PrP
pueden generar especies reactivas de oxigeno y las posibles implicaciones que esto genera.'®**

Para entender a detalle esta reactividad y su implicacion en las enfermedades, es necesario
conocer a nivel molecular las especies de Cu(Il) y Cu(l) involucradas en las reacciones, asi como
la reactividad que presentardn las especies de Cu(l) frente a oxigeno. En los ltimos afios, la

coordinacion de Cu(Il) en las proteinas PrP y AS ha sido descrita con gran detalle,”>* sin

embargo, la naturaleza de las especies Cu(I)-AS y Cu(I)-PrP no se ha estudiado al mismo nivel.””



%% Aunado a esto, no se cuenta con el detalle molecular del mecanismo de la activacion de
oxigeno, ni de como se generan especies reactivas de oxigeno en estos complejos Cu(I)-proteina.
Esto ultimo debe ser de gran importancia, ya que conocer la naturaleza de los complejos Cu(l)-
proteina puede ayudarnos a entender tanto su reactividad, las implicaciones de ésta en la
patogénesis de la enfermedad y si esta reactividad esta vinculada sélo con la patogénesis o

también con las posibles funciones que se han propuesto para estas proteinas.

En este trabajo se elucid6 la coordinacion de Cu(l) en el sitio de la His111 de la proteina prion,
usando el fragmento PrP(106-115) como modelo, asi como la reactividad del sitio frente a
oxigeno. Este sitio es de gran interés ya que contiene en su secuencia el motivo MKHM que le
confiere propiedades interesantes tanto para la coordinacion de cobre como en su reactividad. El
rol de los residuos de metionina cercanos al sitio de coordinacién fue evaluado a detalle, tanto en
la coordinacion del metal, como en la reactividad del complejo frente a oxigeno.

Por otro lado, en la proteina a-sinucleina se evalu6 el sitio de coordinacion de mayor afinidad de
Cu(l), que se encuentra en la regiéon N-terminal de la proteina. Este sitio contiene la secuencia
MDVFM, que también presenta dos residuos de metionina que son importantes para la
coordinacioén de Cu(I). Asi mismo, también se evalud el efecto que la acetilacion del N-terminal

tiene sobre la coordinacion del 16n metalico en este sitio.
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2. Objetivos.

Objetivo general.

Evaluar la participacion de los residuos de metionina en la coordinacion de Cu en los sitios de
la His111 de la proteina prion humana y el N-terminal de la proteina a-sinucleina, y evaluar
la reactividad del complejo de Cu(l) en el sitio de la His111 de la proteina prion humana

frente a oxigeno.

Objetivos particulares.

Coordinacion de Cu en el sitio de la His111 de la proteina prion humana usando el fragmento
PrP(106-115) como modelo del sitio.
e Evaluar la participacion de los residuos de metionina en la coordinacion de Cu(Il) en
el complejo Cu(Il)-His111.
e Elucidar la naturaleza estructural del sitio de coordinacion Cu(I)-His111.
e Evaluar el efecto del pH sobre la coordinacion del complejo Cu(I)-His111.

e Estudiar la reactividad del complejo Cu(I)-His111 frente a oxigeno.

Coordinacion de Cu en el N-terminal de la proteina a-sinucleina.
e Evaluar la participacion de los residuos de metionina como ligando axial en la
coordinacioén de Cu(Il) en el complejo Cu(II)-AS(1-6).
e Elucidar la coordinaciéon del complejo Cu(I)-AS en el sitio del N-terminal de la
proteina.

e Evaluar el efecto de la acetilacion del N-terminal sobre la coordinacion del complejo

Cu(I)-AS



3. Descripcion general de la metodologia.

Estudio de la coordinacién de Cu al sitio de His111 de la proteina prion humana. "

e El fragmento peptidico KINMKHMAGA, que corresponde al fragmento PrP(106-115) en
la secuencia de la proteina prion humana, fue sintetizado por sintesis en fase solida. Este

fragmento se us6 para evaluar la coordinacion de Cu en el sitio de la His111.

e Se sintetizaron ademds las secuencias KTNAKHMAGA (PrP(106-115)M109A),
KTNMKHAAGA PrP(106-115)M112A y KTNAKHAAGA PrP(106-115)M109&M112A,
en las cuales se sustituyeron los residuos de metionina por alanina. Esto se hizo para
evaluar el rol de las metioninas 109 y 112 (Met109 y Met112) en la coordinacion de Cu en
el sitio de la His111.

e Se evalud la coordinacion de Cu en el sitio de la His111 de la proteina prion humana en los
fragmentos arriba mencionados, usando las técnicas de espectroscopia de absorcion de
rayos X (XAS, por sus siglas en Inglés) y resonancia magnética nuclear (NMR, por sus

siglas en Inglés).

e Se evaluaron los ligandos que participan en el complejo de coordinaciéon Cu(I)-PrP(106-
115), usando la Teoria de funcionales de la densidad (DFT, por sus siglas en Inglés), por
medio de célculos de estructura electronica. Los resultados tedricos fueron comparados con

los obtenidos por las técnicas experimentales.

e Una vez elucidada la estructura del complejo de coordinacion Cu(I)-PrP(106-115), se
estudio la reactividad del sitio por medio de experimentos cinéticos seguidos por absorcion

electrénica en la region UV-Vis.



*

Estudio de la coordinacion de Cu en el N-terminal de la proteina a-sinucleina.

e Se evalud la participacion de los residuos de metionina (M1 y MS5), como ligandos
axiales, en la coordinacion de Cu(Il) en el fragmento AS(1-6) de la proteina a-sinucleina

usando DFT, por medio de calculos de estructura electronica.

e Se elucid6 la coordinacién de Cu(l) en el sitio N-terminal de la proteina a-sinucleina
mediante XAS, para esto se usaron tanto fragmentos peptidicos, como la proteina

completa.

e Se evaluaron los ligandos que participan en el complejo de coordinacion Cu(l)-AS,
usando DFT, por medio de calculos de estructura electronica. Los resultados obtenidos

fueron comparados con los experimentales.

e Se evalud el impacto de la acetilacion del N-terminal de la proteina a-sinucleina en la

coordinacion de Cu(I) mediante XAS'y DFT.

* La informacion detallada de las técnicas usadas, asi como de la preparacion de las muestras

se encuentra en la seccion 10, Materiales y Métodos.



4. Coordinacion de Cu al sitio de 1a His111 en la proteina prion humana.

4.1.  Antecedentes.

4.1.1. Encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs).

Las enfermedades de la prion son un grupo de enfermedades neurodegenerativas fatales que
comparten un agente patogénico comun. Son causadas por la acumulacion de la isoforma resistente
a las proteasas de la proteina prion celular (PrP), llamada prion scrapie (PrP*).'”* El mecanismo
exacto de como la PrP*° causa neurodegeneracion y muerte celular atn no se conoce. Sin embargo,
se ha propuesto que la PrP> es una forma amiloide que se auto propaga en las células, actuando
como plantilla que recluta nuevos monémeros de PrP los cuales adquieren un alto contenido de
hoja B y esto conduce al nacimiento de una nueva PrP°*> Este cambio estructural viene
acompafiado de grandes cambios en la PrP®. A diferencia de la PrP¢, la PrP*° es insoluble en
detergentes no desnaturalizantes y es resistente a la degradacion por proteasas.”™

La Tabla 4.1 muestra las principales enfermedades de la prion que se presentan en humanos y
animales. Las enfermedades que se presentan en humanos pueden ser heredadas, esporadicas o
adquiridas por contagio,” en las cuales, los afectados manifiestan entre otros sintomas, ataxia y
demencia progresiva hasta llegar a la muerte.

Los casos hereditarios, entre los que se encuentran la enfermedad de Gerstmann-Straussler-
Scheinker, el Insomnio fatal familiar y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob familiar, se presentan
por mutaciones puntuales en el gen que codifica a la proteina PrP®.®® Se han identificado hasta 20
diferentes mutaciones relacionados con los casos hereditarios de estas enfermedades.’

Las formas esporadicas comprenden la mayoria de los casos de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob, aproximadamente el 85 % de los casos reportados.'” En estos pacientes no se han
encontrado mutaciones en el gen de la PrP®, y hasta la fecha, atin no se sabe como surgen las
formas esporadicas. Las hipotesis incluyen: transmision de priones de humanos o animales,
mutaciones somaticas o la espontanea conversion de la PrP¢ en la Prp> > !

Entre las enfermedades pridnicas adquiridas por transmision se encuentra la enfermedad de Kuru,
que fue desarrollada entre individuos de Nueva Guinea que practicaban el canibalismo en
rituales,'” esta enfermedad declind después de que estos rituales dejaron de practicarse.” También

se encuentran las causadas por intervenciones quirurgicas que incluian material contaminado con



priones, por ejemplo, en trasplantes de corneas y gldndula pituitaria. Por ultimo, casos atipicos
reportados en adolescentes y adultos jovenes en los anos 90’s, fueron relacionados con el contagio

. . , . . 9
a partir del consumo de carne contaminada con la encefalopatia espongiforme bovina.

Tabla 4.1. Enfermedades de la prion.’

Enfermedad Mecanismo de patogénesis

Enfermedades en humanos

Kuru Infeccion a través del ritual de canibalismo.
Creutzfeldt-Jakob iatrogénica Infeccion por tejidos contaminados con prion.
Variante de Creutzfeldt-Jakob Infeccion a partir de prion bovina.
Creutzfeldt-Jakob familiar Mutacion en la PrP (E200K).
Gerstmann-Straussler-Scheinker Mutacién en la PrP (P102L).

Insomnio fatal familiar Mutacion en la PrP (D178N, M129).
Creutzfeldt-Jakob esporadica ¢Espontanea conversiéon de PrP® a PrP?

Enfermedades en animales

Scrapie (Ovejas) Infeccion en ovejas genéticamente susceptibles.
Encefalopatias espongiformes bovinas Infeccion por alimento contaminado de prion,
(Ganado) hecho de carne y huesos.

Independientemente de la etiologia, las enfermedades de la prion se identifican por la deposicion
de placas parecidas a las amiloides, formadas por PrP*, perdida de neuronas por apoptosis,
proliferacion de astrocitos y microglia, asi como la presencia de grandes vacuolas en el tejido
cerebral, lo que le da apariencia de una esponja, debido a lo cual estas enfermedades también son

conocidas como encefalopatias espongiformes transmisibles (7SEs, por sus siglas en Inglés)."”
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4.1.2. Proteina prion (PrP).

La proteina prion fue identificada por primera vez en la busqueda del agente infeccioso de las TSEs
en la década de los 80’s." En esa busqueda se identifico que el agente infeccioso scrapie es una
proteina que se acumula en el cerebro en forma fibrilar. Después de ser tratado con proteinasa K la
minima unidad del agente infeccioso presenté una masa de 27-30 kDa y fue llamado PrP*° La
secuenciacion de la fraccion de 27-30 kDa permitio la identificacion del gen celular Prnp que
codifica para esa proteina. También se identifico que este gen se encuentra en la misma cantidad
tanto en cerebros afectados como en los sanos.'* La proteina que se encuentra en los tejidos sanos
fue identificada como PrP® y su secuencia fue obtenida en 1986." En estos estudios también se
identifico que el gen de la proteina prion se encuentra en mayor cantidad en el cerebro, a
comparacién de otros tejidos, y que tanto la PrP® como la PrP*® contienen la misma secuencia; por
lo tanto, se propuso que la PrP*y la PrP® son isoformas de la misma proteina con diferente
conformacion.”™ '

Numerosos estudios han sido realizados para identificar las propiedades de la PrP®, asi como su

® 1720 1 a5 caracteristicas de la PrP® y PrP* difieren mucho, por

mecanismo de propagacion.
ejemplo, la PrP¢ es degradada por la digestion con proteinasa K, mientras que en la PrP* solo se
remueven los primeros 67 aminoacidos del N-terminal para formar el fragmento resistente de 27-
30 kDa. Por otro lado, la PrP® se solubiliza en presencia de detergentes, mientras que la isoforma
PrP®, polimeriza en fibras tipo amiloide.’

Estudios sobre la isoforma celular de la proteina prion, han establecido que la PrP® (Figura 4.1) es
una glicoproteina de ~ 250 aminoéacidos que se expresa predominantemente en el sistema nervioso
central y se encuentra anclada a las membranas de las neuronas por medio de un grupo
glicosilfosfatidilinositol (GPI, por sus siglas en Inglés).”*' Su estructura fue determinada en los

22-24 Esta

afos 90’s mediante resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en Inglés).
contiene dos regiones (N-terminal y C-terminal) que se distinguen claramente: la region del C-
terminal es estructurada y la region del N-terminal no tiene una estructura secundaria definida.

Después de un proceso proteolitico en el N- y C-terminal la PrP® humana consiste de 209
aminoacidos, que incluye los residuos 23-231.° La regién estructurada del C-terminal contiene tres

a-hélices localizadas en los residuos 144-154, 173-194 y 200-228. También estan presentes dos

pequeiias hoja-f antiparalelas en los residuos 128-131 y 161-164. Por otra parte, en la regiéon N-
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terminal de la proteina (residuos 23-126), se encuentran cuatro repeticiones de un octapéptido con
secuencia PHGGGWGQ, que es conocido como la region octarepeat (OR), (residuos 60-91) y se
encuentra altamente conservada en mamiferos. La region 92-126, conocida como region non
octarepeat, es de particular interés, ya que el fragmento 106-126 posee propiedades similares a la
PrP®, la secuencia de esta region es altamente conservada entre las diferentes especies y se ha
sugerido como uno de los dominios claves para la conversion de la PrP© a la PrP>°. Este fragmento
26-27

J . . . 25 . . .
es capaz de generar fibras, es neurotdxico en cultivos celulares in vitro = y en la retina in vivo,

. . . 28
ademads de presentar resistencia a las proteasas.

A. glycosylated sites
180 196 231 251
e
|
GPI
anchor

(PHGGGWGQ%4GGGTHSQWNKPSKPKTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG human

(PHGGGWGQ) 4 GGGTHNQWNKPSKPKTNL KHVAGAAAAGAVVGGLG  mouse
(PHGGGWGQ) 4 GGGTHNQWNKPNKPKTSMKHMAGAAAAGAVVGGLG  hamster
(PHGGGWGQ) 5 GG-THGQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLG  bovine
(PHGGGWGQ) 4 GG-SHSQWNKPSKPKTNMKHVAGAAAAGAVVGGLG  sheep

\
unstructured structured 7 %

N-terminal C-terminal
region region

Figura 4.1. A. Representaciéon esquematica de la PrP®, mostrando un alineamiento de secuencias de
diversas especies en la region octarepeat y non octarepeat. B. Modelo de la proteina PrP€. Figura tomada

de la referencia 29, Copyright 2013. Reproducida con permiso de Elsevier.

A la fecha se ha hecho un importante esfuerzo para identificar cual es la funcion de la proteina
PrPC. Diversos estudios se han realizado y existen varias propuestas acerca de la funcién

3933 E] hecho de que la PrP® sea expresada en mas altos niveles en

fisiologica de la proteina.
neuronas que en otros tipos de células, sugiere que esta proteina tiene especial importancia para

la actividad que se lleva a cabo en las neuronas.
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La localizacion de la PrP® en la superficie externa de las neuronas y la regulacién de su
expresion, sugieren un rol en reconocimiento celular o adhesion celular. Esta hipdtesis es
soportada por estudios en neuroblastos, los cuales muestran un aumento importante en los niveles
de expresion de la PrP¢ cuando estan en las condiciones de diferenciacion a neuronas.”** Asi
mismo, diversos estudios sefialan que la PrP¢ juega un papel importante en la transduccion de
sefiales,”” o en funciones alostéricas, implicadas en procesos de sefializacion.”®>’

También se ha propuesto que puede tener un rol en la regulacion de la apoptosis neuronal,
inhibiendo la muerte celular inducida por la proteina pro-apoptoética Bax. En ese mismo estudio,
se identificdé que el efecto neuroprotector se inhibe parcial o totalmente si no esta presente la
region OR, o con las mutaciones D178N y T183A, asociadas a enfermedades familiares.*®
Aunado a esto, la funcion neuroprotectora también se ha relacionado con las defensas
antioxidantes celulares, ya que en la ausencia de PrP® se observa un incremento en la oxidacién
de lipidos y proteinas y se reduce la actividad superdxido dismutada (SOD) en la célula.’"

Por otro lado, estudios en extractos de cerebro de ratones que no contienen el gen que codifica
para la expresion de la PrP®, muestran una reduccién de hasta 10 veces el contenido de Cu en
membranas, sinaptosomas y endosomas, mientras que la cantidad de Zn o Fe no se ve alterada.
Esto ha sugerido que la PrP® puede existir como una Cu-metaloproteina in vivo,* encargada de
captar Cu del medio extracelular y ayudar en la regulacion de la distribucion del metal en la
célula o en compartimentos intracelulares. Esto también puede explicar por que, en ausencia de la
PrP¢ se reduce la actividad SOD.*' Mas atin, se propuso que la misma PrP® al coordinar Cu,
podia funcionar como SOD.**

El i6n Cu, si se encuentra libre, puede catalizar la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en Inglés), por lo tanto, si la PrP® funciona como una Cu-metaloproteina, al
quelar al i6n Cu, contribuiria a la proteccion de células que son sensibles al dafio oxidativo. De
hecho se ha identificado que la expresion de la PrP® proporciona resistencia a la toxicidad de Cu
y estrés oxidativo en la célula.*> !

También se ha propuesto que la PrP®, no solo coordina iones Cu, sino que también desempefia
una funcion en el metabolismo del i6n metalico, ya que en presencia de Cu, se estimula la
endocitosis reversible de la PrP°. Esta captacion y distribucion del Cu que lleva a cabo la PrP€ se

ha propuesto que es importante en la homeostasis del metal.”” *+*
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4.1.3. Coordinacion de cobre a la proteina prion humana.

A partir de que se identifico la capacidad de la proteina PrP® para coordinar Cu in vivo, y
diferentes estudios demostraron que esta coordinaciéon puede formar parte de su funcion
fisiologica, el estudio de la unién de Cu a la proteina PrP® gener6 gran interés. En los wltimos 15
afios la coordinacion de Cu(Il) a la proteina PrP ha sido ampliamente estudiada. Actualmente
sabemos que la proteina PrP humana coordina hasta seis iones de Cu(Il) en la region del N-
terminal, cuyos sitios de anclaje son los residuos de histidina en las posiciones 61, 69, 77, 85, 96
y 111, véase Figura 4.1.%%

En la region OR, es decir, el fragmento 60-91, el modo de coordinacién de Cu(Il) es altamente
dependiente de la concentracion del metal y del pH. Usando una combinacion de técnicas y
métodos como, resonancia paramagnética electronica (EPR, por sus siglas en Inglés) banda X y
banda S, electron spin echo envelope modulation (ESEEM, por sus siglas en Inglés),
cristalografia de rayos X y disefio de péptidos, se demostré que a bajas concentraciones del metal
la coordinacion de Cu(Il) es a través de multiples residuos de His; este modo de coordinacion fue
llamado Componente 3 o Cu(II)-OR (Figura 4.2).*® Por otro lado, cuando la concentracion del
metal aumenta, se favorece un intermediario con un menor contenido de residuos de His en la
esfera de coordinacién. Por ltimo, a mayor concentracion del i6n metalico, cada octapéptido
puede coordinar un i6n de Cu(Il) con un modo de coordinacién ecuatorial 3N10O, el cual es

2470 En este altimo, el sitio de enlace

identificado como Componente 1 o Cu(Il)s-OR, Figura 4.
involucra los residuos HGGGW, y el i6n metalico es anclado por medio del nitrégeno imidazol
de la cadena lateral de la His, mientras que la esfera de coordinacion es completada por dos
amidas desprotonadas y un oxigeno del grupo carbonilo de la cadena peptidica, provenientes de

los residuos de Gly que siguen a la His en la secuencia (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Modos de coordinacién de Cu(Il) en los diferentes sitios de His de la proteina PrP. El cuadro
rojo contiene los modos de coordinacion propuestos para la region OR, el cuadro verde aquellos para el

sitio de la His96 y en azul se describe el sitio de la His111. Datos recopilados de las referencias 49, 51-52.

En la region conocida como non octarepeat se encuentran otros dos residuos de His en las
posiciones 96 y 111 que también coordinan Cu(Il). En el sitio de la His96, estudios
experimentales y tedricos demostraron que el Cu(Il) se enlaza al fragmento 92-96 (secuencia
GGGTH) involucrando el nitrogeno imidazol de la His96 y amidas desprotonadas de la cadena
peptidica que preceden a la His. Este sitio de coordinacion es altamente dependiente del pH y
puede adoptar los modos de coordinacion 3N1O y 4N. El modo 4N contiene, ademés del
nitrégeno imidazol de la His96, tres amidas desprotonadas provenientes de la misma histidina,
Thr95 y Gly94. En la forma protonada del complejo (modo 3N10), la amida de la Gly94 es
remplazada por un ligando oxigeno. Experimentos de EPR usando agua enriquecida con 'O, en
combinacion con célculos de estructura electronica, demostraron que el ligando oxigeno no

proviene de una molécula de agua, sino que proviene de la misma cadena peptidica.”® Las
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especies 3N10 y 4N presentan un pKa de 7.7, por lo tanto, ambas especies pueden coexistir a pH
fisiologico.*”>">* (Figura 4.2)

Respecto a la coordinacién de Cu(Il) en el sitio de la His111, (secuencia KINMKHM) se han
realizado numerosos estudios. Usando calorimetria, potenciometria, absorcion electrdonica,
dicroismo circular (CD, por sus siglas en Inglés), EPR y NMR se lleg6 al consenso de que el
Cu(II) esta coordinado por el nitrogeno imidazol de la His111 y las amidas desprotonadas de la
misma histidina y la Lys110. Sin embargo, la naturaleza del cuarto ligando ecuatorial y la
posibilidad de que los grupos tioéter de las cadenas laterales de la Met109 y Metl12 pudieran
participar como ligando ecuatorial o axial fueron temas ampliamente discutidos.*”>>>*

Un estudio teodrico-experimental, demostrd que existen dos estados de protonaciéon del complejo
de Cu(Il) coordinado a la His111 en el fragmento 106-115. Estos dos modos de coordinacion se
encuentran en equilibrio con un pKa de 7.5, e involucran la desprotonacién de la amida de la
Met109 para pasar de un modo de coordinacion 3N10 a pH bajo, a un modo de coordinacion 4N
a un pH mayor (Figura 4.2). También, haciendo uso de péptidos sintéticos en los que se
remplazaba la Metl09 y Metl12 se evalud la participacion de los grupos tioéter en la
coordinacion del Cu(Il). Se determiné que las metioninas no participan como ligandos
ecuatoriales y que existe la posibilidad de que la Met109 pudiera participar como ligando axial en
el complejo 3N10.7

Para cada sitio de coordinacién de Cu(Il) en la proteina PrP se han medido varias constantes de
disociacion. Para el Componente 3 de la region OR, se han reportado valores de K4 en un rango
que vade 0.1 a 20 nM,SQ'61 similarmente, en los sitios de la His96 y la His111 se han medido Ky’s
en un rango de 20 a 100 nM.*" °> °* Finalmente el Componente 1 en la regién OR, ha sido
propuesto como el sitio de menor afinidad con valores de K4 reportados de 100 nM hasta 12
uM. % 39S De acuerdo a estos valores, a baja concentracion de Cu(II) (nM), la PrP¢ puede
coordinar hasta tres iones Cu(Il), mientras que a altas concentraciones del metal (uM) puede
coordinar hasta seis iones de Cu(Il).

Varios reportes han sugerido que el Cu coordinado a la PrP puede llevar a cabo reacciones

42, 64-69
redox,

por lo tanto la PrP puede tener la capacidad de coordinar también Cu(I).
Mientras que la coordinacion de Cu(Il) en la PrP ha sido ampliamente descrita, estudios de la
coordinacioén de Cu(I) y su naturaleza son limitados.”®"" A diferencia de otros sitios, el sitio de la

His111 contiene dos residuos de metioninas adyacentes en las posiciones 109 y 112. Los grupos
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tioéter de estas metioninas pueden actuar como buenos ligandos en la coordinacion de Cu(l) y
promover una reactividad redox interesante en este sitio. De hecho, estudios de absorcion de
rayos X (Extended X-ray absorption fine structure, EXAFS) han demostrado interacciones Cu(I)-
S en complejos con los fragmentos PrP(106-114) y PrP(106-126) a pH 7.4.%° Sin embargo, a este
pH, los espectros de EXAF'S pueden tener contribuciones de diferentes estados de protonacion del
complejo. Se sabe que a pH 7.4 hay una mezcla de las especies Cu(II)-3N10 y Cu(Il)-4N, pero
no se sabe si cuando estas especies se reducen conducen a un mismo complejo de coordinacion
con Cu(I) o a una mezcla de especies. Esta situacion puede hacer que la asignacién del modo de
coordinacion con Cu(l) sea ambigua.

A lo largo de este capitulo, se describira el estudio de los modos de coordinacion involucrados en
el enlace de Cu(l) al fragmento 106-115 de la proteina PrP humana, empleando diferentes
técnicas espectroscopicas (XAS y NMR) en combinacidon con céalculos de estructura electronica.
También se explican las propiedades de coordinacion del Cu a este fragmento por medio de un
estudio seguido a diferentes valores de pH, esto ultimo permiti6 la identificacion de especies de
Cu(I) que pueden ser fisiologicamente relevantes. El uso de péptidos sintéticos para estudiar la
coordinacion de Cu a la proteina PrP ha sido una herramienta ampliamente usada, ya que los
sitios de coordinacion de Cu en el N-terminal de la proteina se encuentran en la region no
estructurada. Por tanto, los fragmentos sintéticos reproducen y modelan los complejos de Cu
formados en la proteina completa. En este trabajo, se ha utilizado el fragmento 106-115 (con
secuencia KTNMKHMAGA) de la proteina prion humana para estudiar las propiedades de
coordinacién de Cu(Il) y Cu(I) en el sitio de la His111.
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4.2.  Resultados.
4.2.1. Espectroscopia de absorcion de rayos X del complejo Cu(ll)-PrP(106-115) a pH 6.5 y

8.5.

Se sintetizaron el péptido KTNMKHMAGA (PrP(106-115)) y sus variantes KTNAKHMAGA
(PrP(106-115)M109A), KTNMKHAAGA (PrP(106-115)M112A) y KTNAKHAAGA (PrP(106-
115)M109&M112A), (ver seccion 10, Materiales y Métodos), en los que las metioninas 109 y

112 fueron remplazadas por residuos de alanina. Esto permiti6 estudiar el rol que las metioninas

desempefian en la coordinacion del metal.

La Figura 4.3 muestra la caracterizacion de los complejos de Cu(Il) con los péptidos PrP(106-
115) y sus variantes de Met-Ala por medio de absorcion electronica en la region UV-Vis y CD.

Las sefiales que se obtuvieron a pH 6.5 y 8.5 son las caracteristicas de los modos de coordinacion

3N10 y 4N, respectivamente, y reproducen a las descritas previamente para este complejo.>
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Figura 4.3. Espectros caracteristicos de absorcion electronica en la region UV-Vis y CD de los complejos
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Cu(Il)-PrP(106-115) y sus variantes Met-Ala a pH 6.5 y 8.5.

A continuacién, estos complejos fueron analizados usando absorcion de rayos X (XAS, por sus

siglas en Inglés). Esta técnica es especifica para cada elemento, cada “edge” o la primera sefial
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intensa del espectro, resulta de la absorcion de energia, igual o mayor a la energia de enlace del
electron, para llevar a cabo una transicion electronica que sea permitida por dipolo eléctrico
(transicion s=2>p). El edge se nombra de acuerdo a la capa electronica donde es originada la
transicion. La Figura 4.4 muestra de forma representativa las transiciones que originan los K-y
L-edges, asi como los valores de energia necesaria para estas transiciones en los dtomos de Cu 'y
Fe. De esta forma, Cu K-edge significa que se provee suficiente energia al sistema (~ 9000 eV, en

el caso de Cu) para inducir una transicion electronica de la capa K (1s) al orbital de valencia (4p).

L-edges
K-edge
1s 2s 2p 3s 3p 3d continuo
Cu K-edge ~ 9000 eV Fe K-edge ~ 7000 eV
Cu L-edges ~ 930 eV Fe L-edges ~ 720 eV

Figura 4.4. Representacion esquematica de los K- y L-edges, asi como sus valores para los 4&tomos de Cu

y Fe.

La Figura 4.5 muestra los espectros caracteristicos de X4S. El edge puede observarse y analizarse
en la region del espectro llamada XANES (X-ray absorption near edge spectroscopy). Por otro
lado, la region del espectro llamada EXAFS (Extended X-ray absorption fine structure) es
generada por la dispersion multiple del electrén que sale de la capa de valencia del atomo,
(orbital 4p, en el caso del Cu), e interactiia con atomos vecinos (los que se encuentren mas cerca).
Finalmente la transformada de Fourier del espectro EXAFS, nos permite observar la distribucion
radial de los 4tomos.”” A partir de estos espectros podemos obtener informacion de la

coordinacion alrededor de un i6n metalico en particular.
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Figura 4.5. Representacion del espectro de XAS y de las regiones XANES y EXAF'S que lo conforman, asi
como sus espectros caracteristicos. A partir de estos espectros se puede obtener informacion electronica y

geomeétrica de la coordinacion alrededor de un i6n metélico.

La Figura 4.6 muestra el espectro Cu K-edge de los complejos Cu(Il)-PrP(106-115) (negro),
Cu(I)-PrP(106-115)M109A (verde), Cu(Il)-PrP(106-115)M112A (rojo) y Cu(Il)-PrP(106-
115)M109&M112A (azul) a pH 6.5 y 8.5. La sefial extremadamente débil a 8979 eV en los
espectros XANES es asociada a la transicion electronica 1s=23d que ocurre en el ion Cu(Il) con
configuracion d°, esta sefial aunque es prohibida por las reglas de seleccion, puede observarse
debido a la mezcla de orbitales 3d y 4p, que la hacen permitida.

Como se puede observar en la Figura 4.6, los espectros lucen muy similares entre si, esto es, no
se ven afectados al remplazar la Met109 y Met112 por Ala. Por lo tanto podemos concluir, que a
ambos valores de pH, los grupos tioéter de las cadenas laterales de los residuos de Met no estan

involucrados en la coordinaciéon de Cu(II).
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Figura 4.6. Espectros XANES (A y D), EXAFS (B y E) y transformada de Fourier del EXAFS (C y F) de
los complejos Cu(Il)-PrP(106-115) (linea negra), Cu(Il)-PrP(106-115)M109A (linea verde), Cu(ll)-
PrP(106-115)M112A (linea roja) y Cu(Il)-PrP(106-115)M109&M112A (linea azul). pH 6.5 (A-C) y 8.5
(D-F).

La forma del espectro XANES, depende del estado de oxidacion del metal, del niimero de
coordinacién (con un error de = 25 %), de la covalencia del sitio y de la simetria del sistema, asi,
a partir del espectro XANES podemos obtener informacion estructural. Por otra parte, el espectro
EXAFS es realmente el promedio de ondas senoidales producidas por la multiple dispersion que
lleva a cabo el electron al chocar con atomos que se encuentren en la vecindad. A partir del
espectro EXAFS es posible obtener informacion de distancias de enlace (con un error de + 0.02
A), nimero de coordinacion y tipos de ligandos (dentro de z = + 1), todo esto, dentro de los
primeros 6 A que rodean al metal bajo estudio. Para obtener la informacién geométrica, es
necesario obtener el ajuste del espectro y para ello se necesita hacer la deconvolucion de la senal
del espectro EXAF'S en el total de sus componentes.

La Figura 4.7 muestra un ejemplo del ajuste de los espectros EXAFS de los complejos Cu(Il) con
el péptido PrP(106-115) y sus variantes Met-Ala. Los parametros obtenidos para los mejores
ajustes estan listados en la Tabla 4.2. Como se puede observar, los complejos de Cu(Il) con el
péptido PrP(106-115) y sus variantes Met-Ala corresponden a complejos tetracoordinados, que
contienen en su esfera de coordinacion nitrégenos u oxigenos, con distancias Cu-ligando entre

1.96 y 1.98 A (Tabla 4.2). Estos resultados estan en acuerdo con lo previamente reportado
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(Figura 4.2, sitio de His111, referencia 52). Debido a que el EXAFS no distingue diferencias entre
atomos con numero atomico z = + 1, no es posible hacer una distincion entre atomos como el
nitrogeno y el oxigeno, por eso no se ve reflejado el efecto del pH. Sin embargo, la diferencia

entre los modos 3N10 y 4N son claramente observadas por CD (Figura 4.3).
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Figura 4.7. Espectro EXAFS representativo (A) y su transformada de Fourier (B) (linea negra) de Cu(Il)-

PrP(106-115) a pH 6.5, el ajuste de los datos es mostrado con la linea roja punteada.

Tabla 4.2. Ajuste de los espectros de EXAFS de los complejos Cu(I1)-PrP(106-115) y sus variantes Met-
Ala apH 6.5y 8.5.

Distancias (A)
Cu(II)-Complejo Coord. pH6.5 pHS&8.5
Cu(I)-PrP(106-115) Cu-O/N 1.96 1.97
Cu(I)-PrP(106-115)M109A Cu-O/N 1.96 1.96
Cu(I)-PrP(106-115)M112A Cu-O/N 1.97 1.98
Cu(II)-PrP(106-115)M109&M112A Cu-O/N 1.97 1.96

BN N RSN

En resumen, el complejo Cu(Il)-PrP(106-115) corresponde a un complejo tetracoordinado, en el
cual no participan los azufres de la Met109 y Metl12 como ligandos axiales, y la coordinacion

del metal esta dada unicamente por ligantes de nitrogeno y oxigeno.
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4.2.2. Validacion teorica de los modelos 3N10O y 4N en la coordinacion de Cu(ll) al sitio de la
Hisll]1.

Para comprobar que los modelos teéricos Cu(Il)-3N10 y Cu(Il)-4N pueden describir la
coordinaciéon del complejo Cu(Il)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5, los modelos 3N10 y 4N,
previamente reportados™ fueron reoptimizados (ver seccion 10, Materiales y Métodos) y
utilizados para simular el espectro de EXAFS del complejo Cu(Il)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5.
El promedio de las distancias de enlace en los modelos 3N10 y 4N es 1.99 y 1.96 A,
respectivamente. Estas distancias de enlace se encuentran en un buen acuerdo con las obtenidas
experimentalmente (Tabla 4.2).

La Figura 4.8 muestra los modelos tedricos (C y F) usados para simular el espectro EXAFS (linea
negra) a ambos valores de pH. Aunque los modelos contemplan solo una molécula, sin considerar
los efectos del solvente o la interaccion con otros complejos, el ajuste hecho a partir de los
modelos teodricos (linea roja punteada) muestra un buen acuerdo con los datos experimentales,

validando los modelos 3N10 y 4N propuestos para la coordinaciéon de Cu(Il) en el sitio de la
Hisl11.
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Figura 4.8. Datos de EXAFS y su transformada de Fourier de los complejos Cu(Il)-PrP(106-115) a pH 6.5
(AyB)y8.5(DyE) (linea negra) y sus simulaciones (linea roja punteada) usando las estructuras

reoptimizadas Cu(Il)-3N10 (C) y Cu(Il)-4N (F).
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4.2.3. Espectroscopia de absorcion de rayos X del complejo Cu(1)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5.

Una vez determinado el rol de las metioninas en la coordinaciéon de Cu(Il) en el sitio de la
His111, se realizd el estudio por medio de XAS de la coordinaciéon de Cu(l) al fragmento
PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5. Para identificar el rol de la Met109 y Met112 en la coordinacion de
Cu(l), también se utilizaron los péptidos que contienen las variantes de Met-Ala. Los compuestos
de Cu(I) fueron preparados a partir de la reduccion de los compuestos de Cu(Il) con ascorbato de
sodio, en condiciones anaerobicas; el porcentaje de reduccion de los complejos de Cu(Il) fue
determinado por EPR. La Figura 4.9 muestra los espectros de los complejos Cu(Il)-péptido
(lineas soélidas) y de los complejos reducidos con ascorbato (lineas punteadas). Como se puede
observar, los complejos de Cu(Il) fueron reducidos completamente; de hecho, la cuantificacion

de espin de los espectros de EPR de los complejos reducidos indican una reduccion > 97 %.

pH 6.5 pH 8.5

A

PrP(106-115)

PrP(106-115)M109A

PrP(106-115)M112A

PrP(106-115)M109&M112A

27 26 25 24 23 22 24 2 1.9 27 26 25 24 23 22 21 2 1.9

g 9

Figura 4.9. Espectros de EPR de los complejos Cu(Il)-péptido (lineas s6lidas) y después de adicionar 100
Eq de ascorbato en condiciones anaerdbicas (lineas punteadas) a pH 6.5 (A) y 8.5 (B). La cuantificacion

de espin muestra menos del 3 % de Cu(Il) en los complejos reducidos.

Los complejos reducidos fueron analizados por XA4S. La Figura 4.10 muestra los espectros de Cu
K-edge, XANES, EXAFS y la transformada de Fourier del EXAF'S de los complejos Cu(I)-péptido
apH 6.5y pH 8.5.
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Los espectros XANES (Figura 4.10, A) muestran una intensa sefial a 8984 eV, asociada con la
transicion electronica 1s—>4p, caracteristica de los complejos de Cu(l) y permitida por dipolo
eléctrico.” También, de la misma figura, se puede observar que el espectro del complejo Cu(I)-
PrP(106-115) presenta grandes cambios en funcion del pH. A pH 6.5 el espectro de EXAFS (linea
negra) exhibe una intensidad mayor en comparacion con el espectro a pH 8.5 (linea roja).
Asimismo, a diferencia de los complejos con Cu(Il), los espectros de los complejos Cu(I)-péptido
muestran cambios dréasticos cuando las metioninas son remplazadas por alaninas (Figura 4.11).
Estos resultados indican claramente que la coordinacion de Cu(l) al sitio de la Hisl11 es

dependiente del pH y de la presencia de los residuos de metionina.
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Figur
a 4.10. Espectros XANES (A), EXAFS (B) y transformada de Fourier del EXAFS (C) del complejo Cu(l)-
PrP(106-115) a pH 6.5 (linea negra) y pH 8.5 (linea roja).

Los espectros XANES a ambos valores de pH mostrados en la Figura 4.11 (A y D) de los
complejos Cu(I)-PrP(106-115) (linea negra) y las variantes M109A y M112A (lineas roja y
verde) muestran la sefial caracteristica de complejos tetracoordinados, mientras que el complejo
Cu(I)-PrP(106-115)M109&M112A (linea azul), muestra un espectro con la forma caracteristica
de los complejos de Cu(I) bicoordinados. Por otro lado, a pH 6.5 los espectros EXAFS cambian
considerablemente cuando los residuos de metionina son remplazados por alanina (Figura 4.11,
B). Esto sugiere que a pH 6.5 ambas metioninas estdn involucradas en la coordinacion de Cu(l).
De la misma forma, la intensidad en la transformada de Fourier a pH 6.5 (Figura 4.11 C) se ve
drésticamente reducida en los complejos que contienen las variaciones Met-Ala en comparacion
al complejo Cu(I)-PrP(106-115). Estos cambios son ain més pronunciados en el péptido sin
metioninas (linea azul), y son indicativos de una disminuciéon en la contribucion de ligandos

basados en azufre en la esfera de coordinacion.
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Fig

ura 4.11. Espectros XANES (A y D), EXAFS (B y E) y transformada de Fourier del EXAFS (C y F) de los

complejos Cu(l)-PrP(106-115) (linea negra), Cu(I)-PrP(106-115)M109A (linea verde), Cu(I)-PrP(106-
115)M112A (linea roja) y Cu(I)-PrP(106-115)M109&M112A (linea azul). pH 6.5 (A-C) y 8.5 (D-F).

Al contrario, a pH 8.5 los espectros EXAFS del complejo Cu(I)-PrP(106-115) y aquellos con los
péptidos M109A y M112A muestran gran similitud (Figura 4.11, E y F, lineas negra, verde y
roja). La intensidad similar de los espectros indica que los complejos tienen el mismo contenido
de azufre en su esfera de coordinacion. Solo el complejo de Cu(l) con el péptido que carece de
las dos metioninas (M109&M112A), en el cual no hay la posibilidad de coordinacién con azufre,
muestra una clara diferencia con el complejo Cu(I)-PrP(106-115). Estos resultados indican que, a
diferencia de pH 6.5, a pH 8.5 solo un residuo de Met participa en la coordinacion de Cu().

Los mejores ajustes de los datos de EXAFS del complejo Cu(I)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5 se
muestran en la Figura 4.12 y sus parametros estan listados en la Tabla 4.3. Los ajustes de los
datos experimentales fueron determinados seleccionando el modelo que tiene los valores mas
bajos para el parametro F, (goodness of fit parameter) y ademds cumple con el andlisis de la

7476 B este analisis el valor del BVS

suma del enlace de valencia (BVS, por sus siglas en Inglés).
debe ser, idealmente, igual al estado de oxidacion del metal. (Ver seccion 10, Materiales y

Métodos).
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Figura 4.12. Espectros EXAFS (A y C) y sus transformadas de Fourier (B y D) del complejo Cu()-
PrP(106-115) a pH 6.5 (A y B) y 8.5 (C y D). Los datos experimentales estdn mostrados en lineas negras,

mientras que los ajustes en lineas rojas punteadas.

Tabla 4.3. Valores de los ajustes de los espectros EXAFS del complejo Cu(I)-PrP(106-115) a pH 6.5 y
8.5.

pH Coord Distancia (A) F, BVS
2 Cu-O/N 2.17

65 5 cog e 0579 0.98
1 Cu-N/O 1.97

8.5 2 Cu-N/O 2.15 0.099 1.10
1 Cu-S 2.35

A pH 6.5, el mejor ajuste es logrado al contemplar en la esfera de coordinacién dos dtomos de
azufre a 2.37 A y dos ligandos de nitrégeno u oxigeno a 2.17 A. La naturaleza tetracoordinada
del complejo es soportada por el analisis BV'S cuyo valor es 0.98. Si se considera una especie
tricoordinada con dos 4tomos de azufre a 2.35 A y un ligando nitrogeno u oxigeno a 2.15 A, el
valor del BV'S es de solo 0.82.

A pH 8.5, la menor intensidad en la sefial del espectro EXAFS del complejo Cu(I)-PrP(106-115)
(Figura 4.11, E y F) es mejor modelada con un nimero menor de atomos de azufre, a

comparacion de pH 6.5. El mejor ajuste de los datos de EXAFS involucra solo un ligando de
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azufre a 2.35 A y tres ligandos nitrogenos u oxigenos que exhiben un enlace corto Cu(I)-N/O a
1.97 A y dos enlaces largos Cu(I)-2N/O a 2.15 A, (Tabla 4.3). Igualmente, el analisis del BVS
estd en mejor acuerdo con una estructura tetracoordinada (BVS = 1.10) en comparaciéon con un
complejo tricoordinado con un enlace Cu(I)-S a 2.35 A y dos enlaces Cu(I)-2N/O a 2.15 A, (BVS
=0.74).

4.2.4. Resonancia magnética nuclear del complejo Cu(I)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5.

Para obtener mayor informacion acerca de la naturaleza del complejo Cu(I)-PrP(106-115) a pH
6.5 y 8.5 se realizaron experimentos de NMR en una ('H) y dos dimensiones (‘H-"C, HSOC,
heteronuclear single quantum coherence). Es importante resaltar que todos los experimentos de
RMN presentados en esta tesis fueron realizados por Marco Miotto, estudiante de Doctorado en
el Laboratorio Max Planck de Biologia Estructural, Quimica y Biofisica Molecular de Rosario,
Argentina, bajo la asesoria del Dr. Claudio O. Fernandez. Los datos de NMR han sido analizados
en el contexto de los resultados obtenidos mediante XAS y DFT que se presentan en esta Tesis,
con la finalidad de elucidar la coordinacion de Cu(l) al fragmento PrP(106-115); de ahi la
importancia de presentarlos aqui.

Los experimentos 'H-""C, HSOC fueron hechos con el péptido PrP(106-115) en ausencia y
presencia de 0.8 Eq de Cu(l) a pH 6.5 y 8.5 (Figuras 4.13 y 4.14). Un andlisis detallado de los
datos de HSQC muestra que a ambos valores de pH las sefiales Ca-Ho mas afectadas
corresponden a las sefnales de His111 y Lys110, mientras que las sefiales correspondientes a los
pares CB-HP, Cy-Hy, C3-Hd y Ce-He mas afectadas se encuentran en los residuos de Hisl11,
Met109 y Metl12(Figuras 4.13 y 4.14 A, seccion 10, Materiales y Métodos). En general, a partir
de estos experimentos podemos decir que el Cu(l) esta en la cercania de la cadena peptidica
alrededor de los residuos de His111 y Lys110 y cerca de las cadenas laterales pertenecientes a la

Met109, Metl112 e His111.
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Figura 4.13. Espectro 'H-"C HSQC del péptido PrP(106-115) (negro) y del complejo Cu(I)-PrP(106-115)

(rojo) apH 6.5. Ca-Ha (A), CB-HP, Cy-Hy, C5-Hd y Ce-He (B).
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Figura 4.14. Espectro 'H-"C HSQC del péptido PrP(106-115) (negro) y del complejo Cu(I)-PrP(106-115)
(rojo) a pH 8.5. Ca-Ha (A), CB-HB, Cy-Hy, C6-Hd y Ce-He (B).

Experimentos de NMR de 'H a pH 6.5 y 8.5 del péptido PrP(106-115) y del complejo Cu(l)-

PrP(106-115) se muestran en la Figura 4.15. La region aromatica corresponde a la zona de 6.9 a
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8.1 ppm, mientras que la region alifatica comprende de 1.9 a 2.4 ppm. La linea negra corresponde
al espectro '"H de NMR del péptido y la linea roja al espectro del complejo de Cu(l) a pH 6.5
(Figura 4.15 A) y 8.5 (Figura 4.15 B). A pH 6.5 los desplazamientos quimicos asociados a los He
de la Metl09 y Metl12 se ven claramente afectados en presencia de Cu(l), éstas sufren un
ensanchamiento y un desplazamiento a frecuencia alta de 0.15 ppm (sefial asociada a la Met112)
y 0.23 ppm (sefial asociada a la Met109). En acuerdo con los datos de XAS, los datos de NMR
indican que a pH 6.5 el Cu(l) esta coordinado por ambos residuos de metionina. A su vez, la
region aromatica del espectro muestra un ensanchamiento y un desplazamiento a frecuencia baja
de las senales asociadas a los protones He (0.12 ppm) y Hb (0.04 ppm) de la His111 en presencia
de Cu(l). Este resultado indica que a pH 6.5 el nitrogeno imidazol de la His111 participa en la

coordinacion de Cu(l).
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Figura 4.15. Espectro 'H NMR del péptido PrP(106-115) (linea negra) y del complejo Cu(I)-PrP(106-115)
(linea roja). pH 6.5 (A) y 8.5 (B). Las lineas negras indican los desplazamientos quimicos de los protones
He de las metioninas y de los protones He y Ho de la histidina en el complejo de Cu(l). Las flechas grises

muestran los cambios en las sefiales en presencia de Cu(I).

A pH 8.5, en la region alifatica del espectro (Figura 4.15 B), los desplazamientos quimicos
asociados a los protones He de la Metl09 y Metll12 sufren un ensanchamiento y un
desplazamiento a frecuencia alta (0.12 ppm en la sefial de la Met112 y 0.21 ppm en la sefial de la
Met109) en presencia de Cu(I). En la region aromadtica, las sefiales asociadas a los He y Ho de la

His111 también sufren un ensanchamiento y un desplazamiento a frecuencia alta en el complejo
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de Cu(l). El efecto del metal sobre las sefiales de la His111 sugiere que a pH 8.5 el nitrégeno
imidazol de la Hisl1l estd participando en la coordinacion del metal. Sin embargo, el
ensanchamiento observado a pH 8.5 en ambas regiones es mucho mds dramatico que el
observado a pH 6.5. Este efecto de ensanchamiento pudiera estar relacionado con la presencia de
dos especies a pH 8.5, una especie que contenga al azufre de la Met109 como ligando de Cu(l) y
otra especie en la que el ligando de azufre provenga de la Metl12. Esta interpretacion de los
resultados es consistente con el comportamiento observado por XAS a pH 8.5 de los complejos de
Cu(I) generados con las variantes Met-Ala, donde el unico azufre disponible en los péptidos
PrP(106-115)M109A y PrP(106-115)M112A parece coordinar Cu(I).

En resumen, los datos de NMR corroboran la coordinacion de Cu(I) a los atomos de azufre de la
Met109 y Metl12 y claramente indican que el nitrégeno imidazol de la His111 también participa

como ligando de Cu(]).

4.2.5. Efecto del pH en el complejo Cu(l)-PrP(106-115) seguido por resonancia magnética

nuclear.

Con la finalidad de explorar con mas detalle el papel que la Met109, la Met112 y la Hisl111
juegan en la coordinacion de Cu(I), se realizé un estudio detallado por '"H NMR del péptido
PrP(106-115) y del complejo Cu(I)-PrP(106-115) en un rango de pH de 3.5 a2 9.5.

En la Figura 4.16 A se muestra el comportamiento de los He (linea negra punteada) y Ho (linea
negra continua) de la Hisl11 en el péptido libre y en el complejo Cu(I)-PrP(106-115) (lineas
rojas punteada y continua). El pKa asociado con la His en el péptido libre es ~ 6.2, mientras que
en la presencia de Cu(I) el pKa cambia a ~ 5, lo cual indica que la coordinacién del Cu(l) al
péptido favorece la desprotonacion del residuo de His. Este cambio en el pKa de la His al
coordinarse con Cu(l) es consistente con valores ya reportados en complejos de Cu(l) en

proteinas con Cu tipo 1 (T1Cu) o sitios de cobre azul.”””
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Figura 4.16. (A) Desplazamientos quimicos de los He y Ho de la His111 in el péptido (lineas negra,
continuas y punteadas) y en el complejo Cu(I)-PrP(106-115) (lineas rojas, continuas y punteadas), en
funcion del pH. (B) Desplazamientos quimicos de los He de la Met109 (puntos verdes) y Metl12 (puntos
rojos) en el complejo Cu(I)-PrP(106-115), en funcién del pH.

Por otro lado, en la Figura 4.16 B se puede observar que las sefiales asociadas con los residuos de
Met en el complejo Cu(I)-PrP(106-115) cambian drasticamente con el pH. En puntos verdes se
muestra el comportamiento que tienen las sefiales de los He asociados a la Met109 y en rojo las
asociadas a la Metl12 en presencia de Cu(l) en varios valores de pH (3.5 — 9.5). El
desplazamiento quimico de estos protones en el péptido libre es 2.10 ppm (Figura 4.15). Sin
embargo, en presencia de Cu(l), incluso a pH tan bajo como 3.5, las sefiales asociadas con ambas
metioninas cambian a 2.29 ppm, indicando que desde valores de pH muy bajos los residuos de
Met ya estan coordinados al Cu(I). En el rango de pH de 3.5 a 7, aunque ambas sefales se ven
afectadas por la presencia de Cu(l), cada una muestra un comportamiento diferente, siendo la
sefial de la Met109 la mas afectada por la presencia de Cu(I). A valores de pH > 8, ambas sefiales
tienden a retornar al valor del desplazamiento quimico asociado con el péptido libre (2.10 ppm).
Este resultado indica que a altos valores de pH, ambas metioninas dejan la coordinacién de Cu(I)
y se forman especies sin ligandos tioéter. Dichas especies no fueron caracterizadas ya que se
forman a valores de pH tan altos que ya no son fisiologicamente relevantes. Estos datos de NMR
a diferentes valores de pH nos proporcionan informacion del papel que la Met109, la Met112 y la

His111 juegan en la coordinacién de Cu(I) en el sitio de la His111.
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4.2.6. Modelado de los complejos Cu(l)-PrP(106-115) wusando cadlculos de estructura

electronica.

A partir de los datos experimentales de XAS'y NMR se obtuvo informacion muy valiosa acerca de
la coordinacion de Cu(I) al sitio de la His111 de la PrP a diferentes valores de pH. El esquema
4.1 muestra las estructuras propuestas para el complejo Cu(I)-PrP(106-115) dependiendo del pH,
de acuerdo a la informacioén obtenida experimentalmente. A muy bajo pH (3.5), el Cu(l) es
coordinado por los residuos de Met109 y Met112. Con un pKa de ~ 5, el nitrégeno imidazol de la
Hisl11 entra en la esfera de coordinacion, mientras que las dos metioninas permanecen
coordinadas. Al incrementar el pH las metioninas dejan de jugar un papel importante en la
coordinacién de Cu(I) y tinicamente un residuo de metionina (Met109 o Metl12) se coordina al

i6n metalico a pH > 8.

Esquema 4.1. Modelos de coordinacion propuestos para el complejo Cu(I)-PrP(106-115) a varios valores

de pH, basado en los datos de XAS y NMR.

Met112 N/O o
\S—- Cu’—S/ pKa=5 \S/ pKa~8 L S Met11
; \ ] : OIN==CU?_ / A
m—— S---Cut —~—— Nl \S + O/N'-"ICU\ o
Met109 Met112 Met109 4 N — \ N N/
‘on i HN/:_) Mettos [~
HN_ #

His111 His111 His111

Para obtener una informacién completa acerca de los ligandos N/O que no se identificaron por las
técnicas experimentales (especies mostradas en el recuadro del Esquema 4.1), se construyo una
serie de modelos y se realizaron calculos Restricted Kohn-Sham (RKS) usando DFT. Para
construir los modelos se tomaron como punto de partida las estructuras de Cu(Il) previamente
reportadas,” en las cuales el estado de oxidacién fue dispuesto como Cu(I). Los modelos fueron

clasificados en tres grupos y se encuentran listados en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4. Modelos iniciales de Cu(I)-PrP(106-113) a pH 6.5 (grupo 1) y pH 8.5 (grupo 2A y 2B).”

Grupo 1 Grupo 2A Grupo 2B
MOdelO .Cuarto MOdelO Tercer .Cuarto MOdelO Tercer .Cuarto
ligando ligando ligando ligando ligando
2N2Sa* Nuii1 3N1Smigoa* Nuii1 Nki1o 3NI1Smia* Nuii1 Nki1o
2N2Sb* Nki1o 3NI1Smigeb* Nuii1 N'mio09 3NISmiizb Nuin N'Mmio09
2N2Sal N1 3N1Swmigoc* Nki1o N'mio09 3NI1Smiic* Nki1o N'mio09
2N2Sbl Nkiio 3N1Smigoal N1 Nki1o 3NI1Smizal N1 Nki1o
IN102Sa* Oy 3N1Smigea2 Nuii1 Nkiio 3NI1Smi2a2 Nuii1 Nkiio
IN102Sb*  Okiio 3N1Smig9a3 N1 Nkiio 3N1Smiiza3 N1 Nkiio
IN102Sc*  Onios 3N1Spig9bl N1 N'mio09 3N1Spii2cl Nkiio N'Mmio09
IN102Sal*  Owmiinr | 3N1Swmi09b2 Nuin Nmi09 3N1Spi12€2 Nki1o0 Nwmi09
IN102Sbl  Owkiio | 3N1Smi09b3 N1 Nmi09 3N1Sp12€3 Nki1o Nmi09

IN102Sc1*  Oymnios | 3N1Swmigocl Nkiio N'mio09 2N101Smi2a*  Nkiio Ouin
3N1Smigoc2 Nki1o Nai09 2N101Smial  Nkiio Oui

3N1Spi09c3 Nkiio Nmi09 2N1O1Syii2b N Owmi09
2N101Swmi0a*  Nkiio Onin 2N1O1Syii2¢ - Nmioo Onin
2N10O1Swmigeal  Nkio Onin 2N101Swmi12¢l Nmioo Onin
2N101Spmigeb™ N Owmi09 2N1O1Swyi12d*  Nmioo Oxi110

2N1O1Swmigec*  Narnz (ONTE 2N1O1Swmi12d1 - Nmigo Owii1o
2N101Swmi09a2  Nkiio Owminn | 2N101Swy112a2 Nkio Owmii
IN201Swmi0a  Okiio Onin IN201Swmi2a Omin Owmi09
IN201Spmi12b Omin Oxi110
IN201Smi12¢ Owmino Oxi10

* Después de la optimizacidon con el nivel mas alto de teoria, s6lo estos modelos mantienen una estructura
tetracoordinada. Los modelos no marcados pierden uno o mas ligandos en el proceso de optimizacion,

resultando en estructuras tri o bicoordinadas.

El grupo 1 incluye modelos tetracoordinados usados para estudiar el complejo formado a pH 6.5
con un modo de coordinaciéon Cu(I)-1N2S1X. Estos modelos incluyen dos dtomos de azufre de
ambas metioninas, el nitrogeno imidazol de la His111 y un cuarto ligando X, donde X puede ser
un atomo de oxigeno de la cadena peptidica proveniente de un grupo carbonilo (CO) o de una
molécula de H,O, o un dtomo de nitrégeno de una amida protonada (NH) o desprotonada (N°) de
la cadena peptidica. Es importante notar que se incluyen los grupos amida que fueron
mayormente afectados en los experimentos HSQC (seccion 4.2.4).

El grupo 2A esta formado por modelos tetracoordinados con esfera de coordinacion Cu(I)-
IN1S2X usados para estudiar la especie formada a pH 8.5. En estos modelos el 4&tomo de azufre
proviene de la Met109, el nitrogeno imidazol de la His111 provee otro ligando y los ligandos 2X

pueden ser una combinacion de 2N, INHIN', 2NH, IN10, INH10 o 20; donde N y NH son
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amidas en su forma desprotonada o protonada y O es un atomo de oxigeno que proviene de un
grupo carbonilo o de una molécula de H,O. Finalmente, el grupo 2B incluye modelos
tetracoordinados, Cu(I)-1N1S2X, en una forma similar al grupo 2A, solo que aqui el a&tomo de

azufre proviene de la Met112.

4.2.6.1. Grupo 1. Modelos para el complejo formado a pH 6.5.

Diez diferentes modelos tetracoordinados fueron construidos, todos contienen un i6n Cu(l)
coordinado al nitrégeno imidazol de la His111, a los dos atomos de azufre de los grupos tioéter
de la Metl09 y Metl112 y un cuarto ligando N/O (Tabla 4.4). Tres de estas estructuras no
retuvieron la geometria tetracoordinada, principalmente los que contienen una amida en su forma
protonada como cuarto ligando. Estos complejos no fueron incluidos en el analisis, ya que no
cumplen con la condicion tetracoordinada claramente indicada en los datos de XAS y el BVS
andlisis. Las siete estructuras que optimizaron como complejos tetracoordinados usando la
metodologia OPBE/TZVP/GEN-A2 (ver seccion 10, Materiales y Métodos), se muestran en la
Figura 4.17 y sus parametros geométricos se listan en la Tabla 4.5. En estos siete modelos las
estructuras mantienen una geometria de tetraedro distorsionado.

Los modelos del grupo 1 se dividen en tres subgrupos, de acuerdo al nimero total de 4&tomos
(142, 143 o0 146), el cual depende del estado de protonacion de las amidas de la cadena peptidica
y la presencia de moléculas de H,O explicitas.

En el subgrupo con 142 atomos, el cuarto ligando para los modelos 2N2Sa y 2N2Sb es un atomo
de nitrégeno proveniente de la amida desprotonada de la His111 o Lys110, respectivamente. El
promedio de distancia de enlace para los dos nitrogenos en cada estructura es alrededor de 2.10 A
(Tabla 4.5). Sin embargo el modelo 2N2Sb es mas estable por 19.36 kcal/mol que el modelo
2N28Sa (Figura 4.17 y Tabla 4.5); ademas, las distancias de enlace Cu(I)-S en el modelo 2N2Sb
(2.34 A, 2.35 A) estan en mejor acuerdo con los datos experimentales de EXAFS (2.37 A, Tabla
4.3) comparadas con las del modelo 2N2Sa (2.29 A y 2.36 A).
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Figura 4.17. Diagrama energético de los modelos Cu(I)-IN2S1X para el complejo Cu(I)-PrP(106-115) a
pH 6.5. Por claridad, la mayoria de las cadenas laterales no se muestran, sin embargo las optimizaciones

fueron hechas incluyendo todos los 4tomos del complejo Cu(I1)-PrP(106-113).

En el subgrupo con 143 atomos, el cuarto ligando para Cu(I) en los modelos 1N102Sa,
IN102Sb y IN102Sc es un atomo de oxigeno proveniente de algun carbonilo de la cadena
peptidica de los residuos Hisl11, Lys110 o Asnl08, respectivamente. En este subgrupo, la
estructura IN102Sa presenta la menor energia, mientras que los modelos IN1O2Sb y 1IN102Sc
se encuentran a energias mas altas (Figura 4.17 y Tabla 4.5). Todos los modelos comparten la
caracteristica de presentar un enlace Cu(I)-S < 2.30 A, (2.28 A en IN102Sa y 2.29 A en
IN102Sb y IN102Sc), mientras que el promedio para las distancias 2 Cu(I)-N/O en los modelos
IN1028Sa, IN102Sb y IN102Sc son 2.14, 2.16 y 2.155 A, respectivamente. Es claro que en este
subgrupo, donde el cuarto ligando es un atomo de oxigeno, el promedio de la distancia de enlace
2 Cu()-N/O (~ 2.15 A) esta en mejor acuerdo con los datos experimentales (2.17 A), a

comparacion de los modelos que tienen un 4&tomo de nitrégeno como cuarto ligando.
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Tabla 4.5. Pardmetros estructurales y energéticos del grupo 1 generados por la optimizacién geométrica
en los niveles LDA (Dirac-VWN), GGA (PBE) y OPBE, usando TZVP como base orbital. AE es la
energia relativa en kcal/mol. Las distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 2

Cu-Sa237Ay2Cu-NOa217A, (Tabla 4.3).

No. . Promedio AE en
4tomos ID Ligandos LDA PBE OPBE OPBE OPBE
142 Cu-SM109 2.27 2.38 2.34
Cu-Swmii2 225 235 235 2S — 2.345
2N2Sb Cu-Np, 198 2.05 2.09 2N - 2.095 0.00
OQE CU.-N_KUO 1.99 2.08 2.10
§ Cu-SM109 2.24 2.33 2.29
= Cu-Swmii2 223 228 236 2S— 2.325
g 2N2Sa Cu-Nim 203 204 211 N- 2105 1036
Cu—N'Hm 2.05 2.13 2.10
Cu-SM109 2.22 2.31 2.28
Cu-Smi12 223 231 232 2S— 2.300
43 INTO2Sa 0 N, 195 202 205 INIO- 2140 000
Cu—OHm 2.07 2.18 2.23
Cu-SM109 2.25 2.31 2.35
Cu-Swmii2 223 228 229 2S — 2.320
=z INTO2Sb Cu-Np, 198 2.04 207 IN1IO - 2.160 24.65
}'; Cu-Ox110 2.17 2.20 2.25
ié Cu-SM109 2.32 2.39 2.34
5 Cu-S 223 231 229 2S— 2.315
m M112
IN102S¢ Cu-Np, 198 2.06 2.09 IN1IO - 2.155 3173
Cu-ONlog 2.02 2.20 2.22
Cu-Smio9 228 230 233
146 Cu-Sminz 226 232 234 2S— 2.335
IN102Sal”  Cu-Np, 195 204 205 IN1IO - 2.120 0.00
Cu—OHm 3.52 2.17 2.19
OQE Cu-OW/H111 2.05 4.34 6.37
§ Cu-Smio9 228 238 234
= Cu-Swmii2 227 233 234 2S — 2.340
g INIO2Sel o Nm 197 205 207  INIO- 2155 207

CU.-OW/Nl()g 2.02 2.14 2.24

"En esta estructura, el Cu(l) recluta nuevamente al oxigeno del carbonilo de la His111, mientras que la

molécula de H,O se mantiene a 6.37 A del Cu(I).

Finalmente, los modelos con 146 4&tomos contienen una molécula de H,O (Oy) como ligando de
oxigeno. Estos modelos fueron construidos a partir de los modelos con 143 4tomos en los que el

carbonilo fue reemplazado de la esfera de coordinacion por una molécula de H,O. Es interesante
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notar que en el proceso de optimizacion del modelo IN102Sal, la molécula de H,O se sale de la
esfera de coordinacion y el Cu(Il) recluta nuevamente al oxigeno del carbonilo de la Hisl1l1,
dando lugar a un modelo en el que las distancias de enlace Cu(I)-S (2.33 y 2.34 A) estan en mejor
acuerdo con los datos experimentales, en comparaciéon con el modelo 1IN102Sa (2.28 y 2.32 A)
que no tiene moléculas de H,O. El promedio de la distancia de enlace de los otros dos ligandos 2
Cu(I)-N/O, no cambia significativamente con respecto al modelo 1N102Sa (2.12 A vs. 2.14 A)
(Tabla 4.5), manteniéndose consistente con los datos experimentales. Por otro lado, el modelo
IN102Scl es el tnico modelo que mantiene el enlace Cu(I)-Oy, aunque energéticamente se
encuentra a 26.57 kcal/mol sobre el modelo IN102Sal (Figura 4.17 y Tabla 4.5). En este modelo
nuevamente notamos que la presencia de la molécula de H,O mejora las distancias de enlace
Cu(I)-S (2.34 A), mientras que el promedio en los otros dos ligandos, 2 Cu(I)-N/O, es de 2.155
A.

En resumen, los mejores candidatos del grupo 1 son los modelos 2N2Sb, IN102Sa y IN102Scl,
por que estos modelos tienen las energias mas bajas y/o exhiben distancias metal-ligando que

mejor reproducen los datos experimentales.

4.2.6.2. Grupo 2A. Modelos para el complejo formado a pH 8.5 que contienen a la Met109.

En este grupo se construyeron 18 modelos tetracoordinados en los que el Cu(l) se coordina al
nitrégeno imidazol de la His111, al &tomo de azufre del grupo tioéter de la Met109 y a otros dos
ligandos (Tabla 4.4). En todas las estructuras que contienen uno o dos atomos de nitrogeno
pertenecientes a una amida de la cadena peptidica en su forma protonada, el enlace Cu(I)-NH se
rompi6 en el proceso de optimizaciéon, dando como resultado complejos tri o bicoordinados.
Tampoco fue posible obtener modelos con ligandos de oxigeno proveniente de moléculas de
H,O. Por consiguiente, solo aquellas estructuras que contienen en la esfera de coordinacioén una o
dos amidas desprotonadas de la cadena peptidica, optimizaron, con la metodologia
OPBE/TZVP/GEN-A2, como complejos tetracoordinados (Tabla 4.4). De manera similar al
grupo 1, en todos los casos las estructuras presentan una geometria de tetraedro distorsionado.
Dentro de los 6 modelos que se estudiaron en este grupo, hay dos subgrupos con 141 y 142
atomos (Figura 4.18). Sus parametros geométricos con diferentes niveles de teoria se listan en la

Tabla 4.6.
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Figura 4.18. Diagrama energético de los modelos Cu(I)-1N1S2X para el complejo a pH 8.5 de Cu(I)-
PrP(106-115) donde el ligando azufre proviene de la Met109 (grupo 2A). Por claridad, la mayoria de las
cadenas laterales no se muestran, sin embargo las optimizaciones fueron hechas incluyendo todos los

atomos del complejo Cu(I)-PrP(106-113).

En el subgrupo con 141 atomos, los modelos 3N1Sy109a, 3N1Spi09b y 3N1Smigec, incluyen dos
nitrogenos provenientes de amidas desprotonadas de la cadena peptidica: His111&Lys110,
His111&Met109 y Lys110&M109, respectivamente. La estructura de menor energia, 3N1Sy00a,
presenta una distancia de enlace Cu(I)-S (2.27 A, Tabla 4.6) mas corta que el valor experimental
(2.35 A, Tabla 4.3); sin embargo, exhibe un enlace corto Cu(I)-N a 2.04 A, y dos enlaces 2 Cu(l)-
N a 2.10 A, la cual es la tendencia observada en los datos experimentales (Tabla 4.3). El modelo
que sigue en energia 3N1Sy09c (a 11.78 keal/mol, respecto a 3N1Smie9a2) muestra una tendencia
similar en los enlaces Cu(I)-N/O (un enlace corto Cu(I)-N a 2.04 A y dos enlaces mas largos 2
Cu(I)-N a 2.15 A, Tabla 4.6), pero en este caso el enlace Cu(I)-S es de 2.31 A, que esta en mejor
acuerdo a los datos experimentales (Tabla 4.3). Finalmente, el modelo 3N1Sygob, exhibe un
enlace Cu(I)-S de 2.32 A, pero la tendencia de los otros tres ligandos no es consistente con los
datos experimentales: dos enlaces cortos 2 Cu(I)-N a 2.02 A y un enlace largo Cu(I)-N a 2.10 A,

ademads también es el modelo de mayor energia dentro de su grupo (Tabla 4.6).
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Tabla 4.6. Parametros estructurales y energéticos del grupo 2A generados por la optimizacion geométrica
en los niveles LDA (Dirac-VWN), GGA (PBE) y OPBE, usando TZVP como base orbital. AE es la
energia relativa en kcal/mol. Las distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 1

Cu-Sa235A,1Cu-NOal97Ay2Cu-N/Oa2.15A (Tabla4.3).

No. . Promedio AE en
4tomos 1D Ligandos LDA PBE OPBE OPBE OPBE
Cu-Smio9 221 228 227 1S— 2.27
IN1Sar1008 Cu—N{m 198 206 2.10 IN—- 2.04 0.00
141 Cu-N HI111 2.00 2.08 2.10 IN— 2.10
CU.-N_KUO 1.97 2.04 2.04 )
Cu-Smi09 229 238 231 1S—- 2.31
INTSu100¢ Cu—N{m 195 200 204 IN—- 2.04 11.78
02\ Cu-N K110 2.02 2.10 2.13 ON_ 2.15
}'; Cu-N"Mm109 2.10 2.20 2.17 )
§ Cu-Smi09 229 240 232 1S— 2.32
g _ _
3 3NTSui100b Cu me 195 200 2.01 IN—- 2.10 16.06
Cu-N HI111 1.99 2.07 2.10 IN— 2.02
Cu-N"mi109 194 199 203 )
Cu-Smi09 221 229 228 1IS— 2.28
142 IN101Sp1002 Cy-NIm 194 202 213 IN- 2.02 0.00
Nxki10 203 212 202 INIO— 2.20
_ Oui11 207 220 227 '
< Cu-Swmio9 219 224 227 1S— 2.27
§ IN101Ss1105b Cl_l—NIm 193 200 2.02 10— 2.36 15.76
= Nuin 196 200 2.02 IN_ 2.02
K Owmi09 210 231 236 '
Cu-Swmio9 220 223 222 1S—- 2.22
INTO1Sas105 Cl_l-NIm 1.92 218 2.04 10— 2.30 17.12
Nat13 1.97 1098 1.98 N_ 201
Oa113 226 237 230 )

Por otro lado, en el subgrupo con 142 atomos, los modelos 2N101Spi00a, 2N1O1SMmig9b y
2N101Spm00c tienen en su esfera de coordinacion una amida desprotonada de la cadena peptidica
(N'Lys110, Nmist11, Y Nana113, respectivamente) y un atomo de oxigeno proveniente de un grupo
carbonilo (Omisi11, Ometi00 Y Oanai13, respectivamente); en todos los casos hay un enlace Cu(I)-S
que es corto (2.28, 2.27 y 2.22 A) si se compara con los datos experimentales (2.35 A). Respecto
a los otros ligandos, el modelo 2N101Sy09a presenta un enlace corto Cu(I)-N a 2.02 A y dos
enlaces mas largos 2 Cu(I)-N/O a 2.20 A, mostrando la misma tendencia que los datos

experimentales. Por otro lado, los modelos de mayor energia 2N101Sy109b y 2N1O1Smigec, (a
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15.76 y 17.12 kcal/mol sobre el modelo 2N101Sy190a, respectivamente) exhiben una tendencia
diferente, dos enlaces cortos y uno largo, la cual no es consistente con los datos experimentales.
En sintesis, los modelos del grupo 2A que mejor representan las distancias Cu-ligando obtenidas

de los datos experimentales son: 3N1Sy100a, 3N1Smig9c Y 2N1O1Sy100a.

4.2.6.3. Grupo 2B. Modelos para el complejo formado a pH 8.5 que contienen a la Met112.

En este grupo fueron construidos 20 modelos diferentes, en los que el Cu(l) se coordiné al
nitrogeno imidazol de la His111 y al 4&tomo de azufre de la cadena lateral de la Metl12, mientras
que los otros dos ligandos fueron combinaciones similares a las hechas en el grupo 2A (Tabla
4.4). De forma semejante a lo ocurrido en las optimizaciones del grupo 2A, en todas las
estructuras que contienen amidas protonadas de la cadena peptidica, Cu(I)-NH, o una molécula
de H,O como ligando oxigeno, Cu(I)-Oy, el o los enlaces Cu(I)-NH/O,, se rompieron en el
proceso de optimizacidon, dando lugar a estructuras tri o bicoordinadas. En consecuencia, en el
grupo 2B Unicamente se obtuvieron cuatro modelos que conservan la geometria tetracoordinada
después de la optimizacion. Estos modelos son mostrados en la Figura 4.19 y sus parametros
geométricos son listados en la Tabla 4.7.

Dos de estas estructuras tienen 141 dtomos (3N1Smi2a y 3N1Swmii12¢), en ellas hay dos enlaces
Cu(I)-N, donde los atomos de nitrégeno provienen de amidas desprotonadas de la cadena
peptidica de los residuos Hisl11&Lys110 y Lys110&Met109, respectivamente. Aunque estos
modelos presentan diferentes energias (la energia relativa del modelo 3NI1Syii2c es 16.63
kcal/mol mas alta que el modelo 3N1Sy2a), ambos muestran pardmetros geométricos muy
similares. Los dos exhiben un enlace Cu(I)-S a 2.30 A y tres enlaces Cu(I)-N con distancias de
enlace de 2.04 A para 3N1Syi0a y 2.06 A para 3N1Sy1x¢ (Tabla 4.7). Tres enlaces Cu(I)-N/O
de la misma longitud no es consistente con la tendencia observada experimentalmente de un

enlace corto y dos largos.
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Figura 4.19. Diagrama energético de los modelos Cu(I)-1N1S2X para el complejo a pH 8.5 de Cu(I)-
PrP(106-115) donde el ligando azufre proviene de la Met112 (grupo 2B). Por claridad, la mayoria de las
cadenas laterales no se muestran, sin embargo las optimizaciones fueron hechas incluyendo todos los

atomos del complejo Cu(I)-PrP(106-113).

Por otro lado, los dos modelos que tienen 142 atomos, 2N101Sy12a y 2N101Sy12d, contienen
en la esfera de coordinacion como tercer y cuarto ligando un dtomo de nitrégeno que proviene de
una amida desprotonada de la cadena peptidica, (N'rysi10 Y N'met109, r€spectivamente) y un dtomo
de oxigeno de un grupo carbonilo (Owisii1, ¥ Orysiio, respectivamente). Entre estos dos modelos,
la estructura 2N101Sy12a es la de menor energia, mientras que el modelo 2N101Sy; 2d esta
12.43 kcal/mol respecto al primero. Ambos modelos muestran un enlace Cu(I)-S a 2.36 Ay
tendencias similares a las experimentales en los otros tres enlaces. Un enlace corto Cu(I)-N (2.01
Ay 2.04 A, en 2N101Syi12a y 2N101Sy12d, respectivamente) y dos enlaces mas largos 2
Cu(I)-N/O (2.14 A y 2.20 A, en 2N101Sy10a y 2N101Sym12d, respectivamente) (Tabla 4.7).
Ambos modelos, geométricamente, se encuentran en un buen acuerdo con los datos

experimentales.

42



Asi, los datos del grupo 2B claramente indican que la presencia de una amida desprotonada y un
atomo de oxigeno producen distancias de enlace parecidas a las experimentales, tanto en la

tendencia como en los valores.

Tabla 4.7. Parametros estructurales y energéticos del grupo 2B generados por la optimizacion geométrica
en los niveles LDA (Dirac-VWN), GGA (PBE) y OPBE, usando TZVP como base orbital. AE es la
energia relativa en kcal/mol. Las distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 1

Cu-Sa235A,1Cu-NOal97Ay2Cu-N/Oa2.15A (Tabla4.3).

No. . Promedio AE en
Stomos ID Ligandos LDA PBE OPBE OPBE OPBE
141 Cu-Smin2 223 230 230 1S— 230
Cu-Ni, 1.93  2.00 2.04
3NTSwia Cu-Npm 204 209 207 3IN— 2.04 0.00
OQE CU.-N_KUO 2.02 2.04 2.01
§ Cu-Smi2 225 224 229 1IS— 2.29
= Cu-Ni, 1.96 225 210
S 3NISwiee e 194 205 2.06 IN_ 206 1063
Cu-N_Mlog 1.99 2.03 2.04
Cu-Sminz 226 237 236 1S— 236
142 INIOISi e Cu-Nin 196 203 2.11 IN— 2.01 0.00
Nki1o 194 199 201 0 5,
_ Oni1i 209 219 217 '
< Cu-Sminz 228 235 236 1S— 236
3 INIOISi11od Cu-Nin 200 209 2.14 IN- 204 o
K Ox110 2.13 225 226 :

4.2.6.4. Evaluacidon del efecto de solvatacion en modelos seleccionados.

Considerando la metodologia utilizada (OPBE/TZVP), el error en las distancias de enlace

calculadas es estimado que esté en el rango de ~ 0.03 — 0.06 A para calculos en fase gaseosa,”"**

8081 por 1o tanto, la

y ~ 0.03 — 0.02 A en célculos que incluyan los efectos del solvente.
solvatacion es un factor que puede ayudarnos a superar las diferencias entre las distancias de
enlace experimentales y las calculadas. Tomando en consideracion que la adicion de una

molécula de H,O en el modelo IN102Sa (seccion 4.2.6.1) mejord significativamente las
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distancias de enlace Cu(l)-S, se realizd un estudio més detallado incluyendo los efectos de la
solvatacion en modelos seleccionados de cada grupo.

Para los modelos del complejo a pH 6.5, del grupo 1 fueron seleccionadas las estructuras 2N2Sb,
IN102Sa y IN102Scl, mientras que para los complejos a pH 8.5 se seleccionaron los modelos
3N1Smigea, 3N1Spmi09¢, 2N1O1SMmi09a, 3N1Swmi12a, 2N1O1SM12a8 Y 2N101SMm112d, de los grupos
2A y 2B. Todos ellos representan los mejores candidatos, ya que muestran las energias mas bajas
y/o exhiben las distancias metal-ligando que mejor reproducen los datos experimentales, tanto en
tendencia como en valores.

Los efectos del solvente fueron evaluados con dos metodologias diferentes, (seccion 10,
Materiales y Métodos). En la primera aproximacion las estructuras fueron reoptimizadas usando
el modelo de solvatacion implicita COSMO como estd implementado en el programa ORCA. En
la segunda forma se introdujeron cuatro y seis moléculas de H,O explicitas en la cercania de los
complejos (las distancias entre Cu(I) y las moléculas de H,O fueron de ~ 3.5 a 5.5 A al inicio de
la optimizacién) y las estructuras fueron reoptimizadas con OPBE/TZVP/GEN-A2 en el
programa deMon2k.

La Tabla 4.8 muestra la comparacion entre las distancias de enlace metal-ligando en los modelos
sin solvente y aquellos optimizados con solvente implicito y explicito. Para el grupo 1 se
seleccionaron tres modelos (2N2Sb, IN102Sa y IN102Scl). En el modelo 2N2Sb, el efecto de
la solvatacion mejora ligeramente las distancias de enlace Cu(I)-S, sin embargo, las distancias
Cu(I)-N permanecen mas cortas que los valores experimentales (Tabla 4.8). En contraste, en los
modelos que contienen un dtomo de oxigeno como cuarto ligando, (IN10O2Sa y 1IN102Scl1) los
efectos de solvatacion, ya sea implicita o explicita, mejora notablemente las distancias de enlace
Cu(I)-S, mientras que las distancias Cu(I)-N/O permanecen en muy buen acuerdo con las
distancias experimentales (Tabla 4.8). Mas atn, cuando el modelo 1N102Sc1, reoptimizado con
ORCA, fue usado para simular el espectro de EXAFS en el programa EXAFSPAK, el espectro
que se obtiene muestra un buen acuerdo con los datos experimentales del complejo Cu(l)-

PrP(106-115) a pH 6.5 (Figura 4.20).
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Tabla 4.8. Distancias Cu(I)-ligando (A) para modelos seleccionados en los que se evalud los efectos de la

solvatacion explicita e implicita. Las distancias de enlace experimentales para el complejo a pH 6.5 son: 2
Cu-Sa237Ay2Cu-N/Oa2.17A.Y para el complejo a pH 8.5 son: 1 Cu-S a2.35A, 1 Cu-N/O a1.97
Ay2Cu-N/Oa2.15A (Tabla4.3).

Modelo Sin solvatacion Solvatacion Solvatacion Solvatacion
implicita explicita explicita
ORCA (4 H,0) (6 H,0)

2S_ 2345  2S— 2395 2S— 2345 2S— 2365
Moielos 2N25b IN— 2095  2N— 2110  2N— 2085  2N— 2.090
2S— 2300  2S— 2345 2S— 2340 28— 2350
pH65  IN102Sa INIO— 2.140 INIO— 2.120 INIO— 2.160 INIO— 2.170
2S— 2340  2S— 2.365 2S— 2345 2S— 2360
Grupo 1 INIO2Sel 115 57155 INIO- 2170 INIO- 2.145 INIO— 2.160
IS_ 2270 1S— 2250 IS— 2270 1S— 2.280
3N1Sy1002 IN— 2040  IN— 2020  3N— 2100  3N— 2.100

INZ 2100 2N— 2.085
1S_ 2310 1S— 2.450 1S— 2370 1S— 2.360
INTSui090 IN— 2040  3N— 2100  IN— 2010  IN— 2.040
Modelos IN— 2.150 ON— 2.105 IN— 2.130
a IS_ 2280  1S— 2300 1S— 2310 1S— 2.320
PH8.S  NIOI1Swea  IN— 2020  IN— 2030  IN— 2020  IN— 2.020
Grupos INIO— 2200 INIO— 2180 INIO— 2180 INIO— 2.150
NS IS_ 2300  1S— 2250 1S— 2.300 1S— 2.280
3N— 2040 3N— 2076  3N— 2036  3N— 2.030
iA IS_ 2360  IS— 2420 1S— 2.350 1S— 2.340
INIOISya  IN— 2010  IN— 2010  IN— 2000  IN— 2.000
INIO— 2.140 INIO— 2200 INIO- 2.180 INIO— 2.170
IS_ 2360  1S— 2350 1S— 2.320 1S— 2.350
INIOISwind  IN— 2,040 10— 3800 10— 3.160 10— 3390
INIO— 2200  2N— 2.040  2N-— 2.045  2N— 2.025

Por lo tanto, se propone que a pH 6.5, el mejor modelo que representa el complejo Cu(l)-

PrP(106-115) es aquel que contiene en su esfera de coordinacion los dos atomos de azufre de la

Met109 y Metl12, el nitrégeno imidazol de la Hisl11 y un atomo de oxigeno como cuarto

ligando, el cual puede provenir del grupo carbonilo de la His111 (como en el modelo 1N102Sa)

o de una molécula de H,O (como en el modelo IN102Sc1).
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Figura 4.20. EXAFS (A) y su transformada de Fourier (B) del complejo Cu(I)-PrP(106-115) a pH 6.5
(linea negra) y el espectro calculado (linea roja punteada) usando la estructura IN102Sc1 reoptimizada en

el programa ORCA.

Por otro lado, en el grupo 2A, los efectos de solvatacion fueron incluidos en los modelos
3N1Smigea, 3N1Smigec y 2N101Swmi09a. En el modelo 3N1Sy0a, la solvatacion, explicita o
implicita, no muestra ningun efecto sobre las distancias de enlace Cu(I)-S (Tabla 4.8), mientras
que la solvatacion explicita cambia la tendencia en los enlaces Cu(I)-N, dando una estructura con
tres enlaces con distancias muy similares, lo cual no es consistente con los datos experimentales.
Un escenario similar es encontrado en el modelo 3N1Sy09c, en el cual, aunque la distancia del
enlace Cu(I)-S se acerca a los valores experimentales, usando la solvatacion explicita, se llega a
una estructura con tres enlaces Cu(I)-N con distancias similares (Tabla 4.8). En contraste, el
modelo 2N101Sy190a, muestra distancias de enlace Cu(I)-S cercanas a los datos experimentales y
mantiene la tendencia correcta en los otros tres enlaces Cu(I)-N/O, un enlace corto y dos enlaces
largos, cuyos valores estan en buen acuerdo con los datos experimentales y son mantenidos en los
dos métodos de solvatacion. Por lo tanto, se propone que el mejor modelo para una de las
especies de Cu(I)-PrP(106-115) a pH 8.5 es un complejo con el &tomo de azufre de la Met109, el
nitrégeno imidazol de la His111, un 4&tomo de nitrogeno de la amida desprotonada de la Lys110 y
un atomo de oxigeno del grupo carbonilo de la His111.

Finalmente, se incluyeron los efectos de solvatacion en los modelos 3N1Sy12a, 2N1O1Sy 122 y
2N101Spm12d del grupo 2B. No se observaron cambios significativos en el modelo 3N1Sy2a
cuando la solvatacion fue incluida; esto es, las distancias Cu(I)-ligando permanecen muy
similares a las obtenidas sin solvatacion, las cuales estan lejos de las distancias experimentales.

Por otro lado, en el modelo 2N101Sy;12d, la distancia Cu(I)-O se alarga cuando la solvatacion es
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incluida, dando estructuras tricoordinadas. A diferencia de esto, el modelo 2N101Sy 122, que ya
mostraba un buen acuerdo con los datos experimentales, mantiene y mejora las distancias de
enlace y la tendencia al incluir los efectos de solvatacién, dando una estructura que estd en muy
buen acuerdo con los valores experimentales (Tabla 4.8). Por lo tanto, la estructura 2N101Sy;12a
es el mejor modelo que representa al complejo de coordinacion a pH 8.5, que incluye a la Met112
y esta formado por el grupo tioéter de la Metl12, el nitrogeno imidazol de la His111, la amida

desprotonada de la Lys110 y el oxigeno proveniente del grupo carbonilo de la His111.

4.3.  Discusion.

Los complejos Cu(II)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5 fueron estudiados por XAS y el papel de la
Met109 y Metl12 fue evaluada usando péptidos que contienen las variantes Met-Ala. Los
resultados de XAS muestran que la coordinacion de Cu(Il) a la His111 se da a través de ligandos
nitrogeno y oxigeno a ambos valores de pH. Sumado a esto, los espectros calculados a partir de
los modelos Cu(I)-3N10 y Cu(II)-4N propuestos previamente,”> concuerdan muy bien con los
espectros experimentales de XA4S. Por lo tanto, la posibilidad de que los residuos de metionina
actien como ligandos axiales se puede descartar.

Por otro lado, el estudio espectroscopico de XAS y NMR, en combinaciéon con calculos de
estructura electronica, mostré que la coordinacion de Cu(I) al péptido PrP(106-115) es también
dependiente del pH. A pH <5, los grupos tioéter de la Met109 y Metl12 coordinan Cu(I); con un
pKa de ~ 5, el nitrogeno imidazol de la His111 entra en la esfera de coordinacion, mientras que
los residuos de ambas metioninas permanecen coordinados, adoptando el modo de coordinacion
IN102S. A pH 8.5, dos especies con el modo de coordinacion 2N101S (2N1O1Syeti09 Y
2N101Spet112) son formadas, con sélo un residuo de metionina enlazada a Cu(l) (Esquema 4.1).
Aunque en este estudio se ha usado un fragmento corto de la PrP, que Ginicamente incluye el sitio
de His111, las especies 2S y IN102S descritas aqui, pudieran formarse en fragmentos mas largos
de la proteina PrP. A pH bajo (< 5), todos los residuos de His deben estar protonados y por lo
tanto los residuos de Met109 y Metl 12 pudieran dominar la coordinacion de Cu(I) para formar la
especie Cu(I)-2S. A pH mas alto, otros residuos de His de la regiéon N-terminal, como la His96,
pudieran participar en la coordinacion de Cu(l); sin embargo, un estudio reciente de la

coordinacion de Cu(l) y Ag(I) al fragmento 91-127 demostré que la His96 no forma parte de la
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esfera de coordinacion, dejando a la His111, la Met109 y la Metl112 como los principales grupos
que coordinan al Cu(I);"' por lo tanto, la especie IN102S que describimos en este estudio
pudiera ser la especie dominante.

Como se ha descrito, la proteina PrP® es una proteina que se encuentra anclada a las membranas
de células sindpticas,” en donde puede estar expuesta a iones Cu(Il) en un rango de
concentraciones de 15 uM en el espacio siniptico (durante la liberacion de las vesiculas
sinapticas), hasta 100-300 uM, durante la despolarizacion neuronal.*>™ Por lo tanto, la PrP®
puede interactuar con iones de Cu(Il) en el espacio extracelular, y a pH 7.4 en el sitio de la
Hisl11 se pueden encontrar las especies Cu(Il)-3N10 y Cu(Il)-4N (Figura 4.21). También,
agentes reductores, como el acido ascorbico, son encontrados en concentraciones de hasta 150
uM en el fluido cerebroespinal.®” *® Asi, las especies de Cu(Il)-His111 de la PrP® pueden ser
reducidas a Cu(l) por agentes reductores del medio. Nuestros resultados indican que en la
presencia de ascorbato, la especie Cu(Il)-3N10 se reduce para generar el complejo Cu(I)-
IN102S y la especie Cu(Il)-4N se reduce para dar una mezcla de especies en las que solo
participa una de las metioninas (Met109 o Met112) en la coordinacion de Cu(I) (Figura 4.21).

A diferencia de los otros sitios de coordinacion de cobre en la proteina prion humana, el sitio de
coordinaciéon de la Hisl11, contiene el motivo MKHM, el cual provee a este sitio con
propiedades tnicas de coordinacidon. En proteinas transportadoras de Cu, han sido identificados
motivos MX,MX,M (por ejemplo Ctrl de levadura) que coordinan Cu(I) selectivamente a través
de los residuos de Met con afinidades del orden de ~ 2.5 x 10° M a pH 4.5.* Por otra parte, se
han descrito varias proteinas involucradas en el transporte de cobre que utilizan residuos de His
en combinacidon con residuos de Met para coordinar Cu(I), como la PcoC que tiene un sitio de
coordinacion Cu(I)-(His)(Met),,”® la CopC, con un sitio de coordinacién Cu(I)-(His)(Met); y una
Kq ~ 10" M”'™? y 1a CusF, con un sitio de coordinacion Cu(I)-(His)(Met)2(0).” En estos casos
la presencia del residuo de His en la esfera de coordinacién juega dos papeles importantes,
primero, incrementa la afinidad por Cu(I) y segundo permite la coordinacion de iones Cu(II).”**
Mas alin, se ha demostrado que los ligandos tioéter son particularmente efectivos para coordinar
Cu(I) cuando estan separados por no mas de dos aminoacidos.*”” El motivo MKHM de la PrP
humana cumple con estas condiciones, de tal manera que a pH fisiologico el Cu(Il) puede ser
anclado a través del residuo de Hisl11, mientras que, bajo condiciones reductoras, el Cu(l) es

coordinado por los residuos de His y Met.
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Figura 4.21. Modelos derivados de calculos DFT para los complejos de Cu(Il) y Cu(I) con el péptido
PrP(106-115) a diferentes valores de pH.

Por ultimo, altas concentraciones de Cu(Il) pueden estimular la endocitosis de la PrP¢,** llevando
a la proteina del espacio extracelular a pH 7.4, a los endosomas, donde hay altas concentraciones
de protones (pH 4-5) y agentes reductores, como glutation o nicotinamida adenina dinucle6tido
(NADH), que son encontrados en concentraciones de 1 —3 mM y 200 pM, respectivamente.”®”’
Bajo estas condiciones, la His111 se protonaria y el Cu(I) podria ser anclado solo por los residuos
de Met, en el modo de coordinacion Cu(l)-2S (Esquema 4.1). Por lo tanto, este sitio estd
optimizado para coordinar tanto Cu(Il) como Cu(I) y probablemente podria estar involucrado en

el transporte de Cu(l) al interior de la célula.
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4.4. Conclusiones.

El fragmento 109-112 de la proteina prion humana consta de la secuencia MKHM, la cual le
confiere a este sitio propiedades de coordinacion muy interesantes. A diferencia de los otros sitios
de coordinacion de la proteina prion, la presencia de los residuos de His y Met proveen los
elementos necesarios para coordinar Cu(Il) y Cu(I) en un amplio rango de pH.

Con Cu(II) la coordinacion se da a través del grupo imidazol de la His111, ademas de ligandos
nitrégeno y oxigeno provenientes de la cadena peptidica. Las especies Cu(I)-3N10 y Cu(II)-4N
pueden existir en equilibrio a pH 7.5. Esta condicion de pH se cumpliria por ejemplo en el medio
extracelular. Por otro lado, en presencia de agentes reductores, las especies de Cu(Il) pueden
reducirse para formar los complejos Cu(I)-IN102S y Cu(I)-2N101S, respectivamente, en los
que los residuos de metionina participan en la esfera de coordinacién en funciéon del pH. La
posibilidad de coordinar Cu(Il) y Cu(I) puede generar una reactividad interesante en este sitio de
coordinacion.

Por ultimo, incluso si se presentan cambios drasticos en el pH, como aquellos ocurridos en la
endocitosis, los residuos de metionina hacen posible la existencia de la especie Cu(I)-2S a pH

muy bajo (< 4).
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5. Reactividad del complejo Cu(I)-PrP(106-115).

5.1.  Antecedentes.

5.1.1. Actividad redox de los sitios de coordinacion a Cu en la proteina prion.

Como se describid en la seccion 4, el interés por estudiar la coordinacion de cobre en la proteina
PrP fue suscitado por reportes que vinculan al Cu con la posible funcion fisiologica de la
, 1-6 ., T , . . ~
proteina. ~ También, porque se ha indicado que el estrés oxidativo y las ROS desempefian un

™19 Debido a que el Cu es un metal activo redox,

papel fundamental en el desarrollo de las 7SEs.
se ha propuesto que su reactividad pudiera vincularse con una accidén pro-oxidante y causante de
la generacion de radicales libres y ROS. Por ejemplo, se ha demostrado que el Cu(I) en presencia
de agentes reductores, cataliza la oxidacion de la PrP recombinante in vitro'' y que puede generar
H,0,'""* y superéxido.”” Con esta reactividad se han relacionado posibles dafios oxidativos
dentro de la proteina o a otros componentes celulares. '

En los ultimos afios, el interés por la reactividad de los sitios de Cu en la PrP ha ido en aumento.
Mediciones electroquimicas del sitio de Cu en el OR han concluido que el Componente 3 (Figura
4.2, seccion 4.1.3) puede reducirse a una especie de Cu(I) (Ez (Cu"-OR/Cu'-OR) = 0.323 V vs
NHE), pero no tiene la capacidad para reducir oxigeno molecular a peréxido de hidrogeno (E.
(0O2/H20,) = 0.296 V vs NHE), mientras que el complejo formado en el llamado Componente 1
((Cu™)4-OR/(Cu")4-OR) = 0.172 V vs NHE) si puede hacerlo.'” Con respecto a la region non
octarepeat, se han llevado a cabo estudios en el sitio de la His111. Experimentos con atrapadores
de espin, y en los que se detecta la generacion de superdxido a través del ensayo con nitroblue
tetrazolium (NBT) con los fragmentos PrP(106-126) y PrP(106-114) sugieren que los complejos
de Cu(Il) formados con estos péptidos son capaces de generar perdxido de hidrogeno y/o
superoxido si se lleva a cabo su reduccion con acido ascorbico y los complejos reducidos
reaccionan con oxigeno.'* '* Como ya se menciono, la reactividad en el sitio Cu-His111 puede
tener caracteristicas unicas respecto a otros sitios que coordinan Cu en la proteina PrP, debido a
la presencia del motivo MKHM que le da la capacidad de coordinar tanto Cu(II) como Cu(l).

En la seccion 4 de esta tesis se demostrd que la coordinacion de Cu(I) al fragmento PrP(106-115)
es altamente dependiente del pH. A diferencia de Cu(Il), el Cu(I) puede coordinarse inclusive a

muy bajos valores de pH (< 4), gracias a los residuos de metionina. El Esquema 4.1 y la Figura
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4.21 en la seccion 4, muestran un resumen de las especies de Cu(Il) y Cu(l) en el sitio de la
His111. Por su parte, en esta seccion se describird el estudio de la reactividad de las especies de
Cu-PrP(106-115) que fueron identificadas y descritas en la seccion anterior.

Dado que la energia de reorganizacion del sitio puede jugar un papel determinante en su actividad
redox, primero se presentard el calculo de las energias de reorganizacion para ambos complejos,
después el estudio de la reduccion de las especies de Cu(Il) frente a ascorbato, seguido por la
evaluacion de la reactividad del complejo Cu(I)-PrP(106-115) en la activacion de oxigeno y las

consecuencias oxidativas de esta reactividad.

5.2. Resultados.
5.2.1. Cadlculo de la energia de reorganizacion de esfera interna asociada a la reduccion de las

especies de Cu(ll) a Cu(l) a pH 6.5 y 8.5.

Es claro que los complejos de Cu(Il) (Cu(II)-3N10 y Cu(Il)-4N) tienen geometrias y esferas de
coordinaciéon muy diferentes si se comparan con sus contrapartes con Cu(l) (Cu(I)-1N102S y
Cu(I)-2N101S) (Figura 4.21, seccion 4.3). Por lo tanto, la energia de reorganizacion involucrada
en la reduccion de estos complejos debe ser grande. Para conocer este valor, se realizd el céalculo
de la energia de reorganizacion de esfera interna, (ver seccion 10, Materiales y Métodos)
asociada a la reduccion de las especies de Cu(Il) a Cu(l), a pH 6.5 y 8.5. Para este fin, se
utilizaron las estructuras de Cu(Il) y Cu(l) identificadas como los mejores modelos en la seccion
4.

La Tabla 5.1 muestra los valores calculados de las energias de reorganizacion de esfera interna
para la reduccion de los complejos Cu(I1)-3N10 a Cu(I)-IN102S y Cu(I1)-4N a Cu(I)-2N101S.
Para las estructuras a pH bajo, Cu(I)-3N10 y Cu(I)-IN102S, la energia calculada A; es 1.79 eV
cuando el ligando oxigeno proviene del grupo carbonilo de la His111 y 2.15 eV cuando proviene
de una molécula de H,O (modelos de Cu(I) IN102Sa y IN102Scl, respectivamente). Por otro
lado, a pH 8.5 la energia de reorganizacion de esfera interna asociada a la reduccion del complejo
Cu(II)-4N para formar la especie Cu(I)-2N101S es de 1.60 eV cuando la Met109 esta coordinada
(modelo 2N101Smiva) y 1.66 eV para la estructura que contiene la Metl12 (modelo
2N101Swmi122).
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Tabla 5.1. Energias de reorganizacion (A;) para los complejos de Cu(Il) y Cu(l) a pH 6.5y 8.5.

1D Estructura Energia (a.u.) Ai(a.u.) A;(eV)

Eox(Redgeom) Cu(I)-1N102Sa -5941.968973
Eox(OXgeom)  Cu(II)-3N10 -5942.132491 0.065875 179
Ered(OXgeom) Cu(1)-3N10 -5942.271824

& Erg(Redgeom) Cu(l)-1N102Sa -5942.240056

% Eox(Redgeom) Cu(Il)-IN102Scl  -5941.986104
Eox(OXgeom)  Cu(I)-3N10 -5942.132491 0.079190  2.15
Ered(OXgeom) Cu(1)-3N10 -5942.271824

Ered(Redgeom) Cu(D)-IN102Scl  -5942.283818
Eox(Redgeom) Cu(ID)-2N101Sy00a -5941.661874

Eox(OXgeom)  Cu(I)-4N -S941.906563  (<cocs 1.0
Ered(OXgeom) Cu()-4N -5942.015464

o Ered(Redgeom) Cu(D)-2N101Syig0a -5941.888744

T Eo(Redgeom) Cu(I)-2N101Sy10a -5941.587744
Eox(OXgeom)  Cu(I)-4N -5941.906563

0.061087  1.66
Ered(OXgeom)  Cu(D)-4N -5942.015464

Ercd(Redgeom) Cu(I)-2N101Smipa -5941.818821

Como podemos observar, a pH bajo la energia de reorganizacién asociada a la reduccion del
complejo es mayor que a pH alto. Esto tiene sentido si se analizan los tipos de ligandos que se
intercambian en cada caso. A pH 6.5 las especies involucradas son: Cu(Il)-3N10 y Cu(D)-
IN102S, en este caso, solo el residuo de His esta presente en ambos complejos, sin importar el
estado de oxidacion del metal, por lo tanto, hay un intercambio de tres ligandos de la esfera de
coordinacién. Por otro lado, a pH 8.5, las especies involucradas son: Cu(Il)-4N y Cu(I)-2N101S,
independientemente de cual Met este coordinada. En este caso, ademés del residuo de Hisl11,
también se mantiene en la esfera de coordinacion la amida desprotonada de la Lys110, en los
complejos de Cu(ll) y Cu(l), por lo tanto, solo se intercambian dos ligandos de la esfera de
coordinacion y esto se ve reflejado en el valor mas bajo de la energia de reorganizacion en
comparacion con lo que sucede a pH 6.5. Estas energias de reorganizacion serdn de utilidad para

analizar la reactividad de los complejos en las secciones siguientes.
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5.2.2. Estimacion del E°ccyaim-prri06-115) a pH 6.5 y 8.5 por medio de titulaciones reductivas.

El potencial de reduccion de los complejos de Cu(Il) con el péptido PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5.
A fue estimado a partir de titulaciones anaerobicas del complejo Cu(II)-3N10 y Cu(II)-4N con
acido ascorbico (AA). En éstas se siguio la desaparicion de la sefial asociada a las transiciones de
campo ligando (banda d-d) a la longitud de onda de méaxima intensidad (600 nm a pH 6.5 y 570
nm a pH 8.5, Figura 4.3, seccion 4.2.1) por medio de absorcion electronica en la region UV-Vis.

Considerando la ecuacion 5.1, donde L es el ligando PrP(106-115), AA es 4cido ascérbico y DA
es dehidroascorbato, el valor de K., fue calculado a partir de la ecuacion 5.2, donde C; es la
[Cu(Il)-L] al punto inicial de la titulacion y x es [Cu(I)-L], cuyo valor es obtenido por el

porcentaje de reduccion en la titulacion del complejo de Cu(Il).

2Cu(I)~ L+ AA~==>2Cu(I)~L+DA . . . . . . (5.1)
His;
Ky=ra . . . . . . . . (5.2)
[ iz_-x:||:ci_x]2

Las titulaciones fueron realizadas de 0 a 1 equiv. de AA para la reduccion del complejo Cu(Il)-
3N10 y de 0 a 10 equiv. de AA para el complejo Cu(Il)-4N, con la finalidad de obtener el mayor
porcentaje en la reduccion de los complejos (Figura 5.1).

El valor de los potenciales de reduccion E°cuaun-prpci06-115) fue estimado a partir de las

ecuaciones 5.3, 5.4, 5.5 y tomando en cuenta que, E°aapa) = 0.052 V vs. NHE.

AG" =-nFAE" . . . . . . . . (5.3)
AE® = E° cuaun)-prp(106-115)) - E°aaDA).- - . . . . . (54
AG'=-RTWK,. . . . . ... (55

El valor de AG® estimado para la reaccioén a pH 6.5 es, AG®;ni0 = - 4.62 kcal/mol, mientras que

para la reaccion a pH 8.5, AG°x = - 1.09 kcal/mol. Por lo tanto, por la reaccion a pH 6.5 el
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potencial de reduccion de la especie Cu(II)-3N10O se estima como: E°cyqin-3ni0) = 152 mV y

para pH 8.5, EO(Cu(H/I)_4N) =758 mV.

pH 6.5 pH 8.5

70 0atEquiv. = | f e, : 1 a 10 Equiv.
de ascorbato de ascorbato

60 NN
" ‘

0 ;
440 480 520 560 600 640 680 720 440 480 520 560 600 640 680 720
Longitud de onda (nm)

Figura 5.1. Titulaciones anaerdbicas representativas del complejo Cu(Il)-PrP(106-115) con AA a pH 6.5

y 8.5 seguidas por la perdida en la sefal de la banda d-d (lineas punteadas).

Como podemos observar, existen diferencias en los valores estimados de AG® asociados a la
reduccion del complejo Cu(Il)-3N10 y Cu(Il)-4N, cuyos efectos se ven reflejados en diferencias

significativas en el potencial de reduccion de cada una de las especies de Cu(II).
5.2.3. Estudio de la reduccion de los complejos Cu(Il)-3N10 y Cu(Il)-4N.

Una vez obtenidos los valores de la energia de reorganizacion y una estimacion del AG® asociado
a la reaccion de reduccion de los complejos Cu(I1)-3N10 y Cu(Il)-4N, se prosiguié con estudios
para describir la reactividad del complejo, para esto se estudid la reduccion de ambos complejos
con ascorbato mediante absorcidon electronica en Stopped-Flow. La desaparicion de la sefal
asociada a las transiciones de campo ligando (banda d-d) a la longitud de onda de méaxima
intensidad (600 nm a pH 6.5 y 570 nm a pH 8.5) fue seguida en el tiempo después de mezclar los
complejos Cu(Il)-3N10 y Cu(I)-4N con el agente reductor. La reduccioén de los complejos fue
seguida bajo condiciones de pseudo-primer orden, usando al menos un exceso de 20 veces el
agente reductor, respecto a la concentracion del complejo de cobre. La Figura 5.2 muestra

graficas de la intensidad de la absorcion electronica a 600 y 570 nm en funciéon del tiempo,
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mientras que datos representativos de los espectros de absorcion electronica se muestran en los
recuadros; los ajustes de las trazas cinéticas se resumen en la Tabla 5.2.

La reduccion del complejo Cu(I)-3N10 a pH 6.5 puede ser ajustada a una funcion exponencial
simple para obtener una constante de rapidez de 0.287 + 0.010 s (Figura 5.2 A y Tabla 5.2). A
diferencia de esto, la reduccion del complejo Cu(II)-4N muestra un comportamiento lento con
dos fases (Figura 5.2 B). La traza de la cinética del complejo Cu(Il)-4N se ajusta a una ecuacion
con una doble exponencial, dando valores para la constante de rapidez de 0.134 + 0.023 s y
0.010 + 0.004 s™. Asi, incluso la fase rapida de la reduccion del complejo Cu(II)-4N a pH 8.5 es
dos veces mas lenta que la reduccion del complejo Cu(Il)-3N10 a pH 6.5 (Tabla 5.2).

0
10| A ! £ 1o B 1.0
£ e = ’
= ® 0.8 Py © 0.8
o 3] S
8 0.8 % 5 0.6 S 0.8 g&" 0.6
- £2 © 29
& 0% 04 © ¢ o
.Eg 0.6 2= '68 0.6 35 0.4
%5 < 92 cX < .,
a i
£ o4 o o o 04 Y =
o) 450 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700
8 Longitud de onda Ke] Longitud de onda
< 02 (nm) < o2 (nm)
0 0
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 5.2. Datos de absorcion electronica en Stopped-Flow de la reduccion del complejo Cu(11)-PrP(106-
115) a pH 6.5 (especie 3N10) (A) y a pH 8.5 (especie 4N) (B) con 20 equivalentes de ascorbato. En los
recuadros se muestran espectros representativos de absorcion electronica, mostrando la perdida en la

intensidad de la banda asociada con las transiciones d-d en funcion del tiempo.

Tabla 5.2. Constantes de rapidez de primer orden de la reduccion de los complejos Cu(Il)-PrP(106-115) a

pH 6.5y8.5, kET(3N10) y kET(4N), respectivamente.

Constantes de rapidez de primer orden s

Complejo pH Fase rapida Fase lenta
Cu(I)-4N 8.5 0.134 £0.023 0.010 £ 0.004
Cu(I)-3N10 6.5 0.287 £0.010
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Considerando los valores calculados de energia de reorganizacion para estos dos complejos
(seccion 5.2.1), se esperaria la tendencia opuesta, dado que Asnio €s mayor que A4n. Esta
tendencia opuesta puede producirse por las diferencias encontradas en el potencial de reduccion
de las especies Cu(II)-3N10 y Cu(Il)-4N (seccion 5.2.2), lo cual, puede resultar en diferentes

fuerzas impulsoras para cada reaccion.

5.2.4. Analisis de la velocidad de reaccion en la reduccion de los complejos Cu(1l)-3N10O y
Cu(Il)-4N usando la ecuacion de Marcus.

Usando la ecuacion de Marcus de transferencia electronica semiclasica' se calculo la relacion
entre las constantes de rapidez que presentan ambos complejos Cu(Il)-3N10 y Cu(Il)-4N,
kerianioykeran). Para esto se consideraron los valores calculados de la energia de reorganizacion
(M3n10 Y Aan) v los valores AG®3ni0 Y AG®4n estimados (seccion 5.1.1y 5.2.2).

Asumiendo que el termino Hap es comparable para ambos procesos de reduccion, esto es

2 2 7 .y
H \y3n10) = H g » 12 razén Kerianioy/keran) toma la forma de la ecuacion 5.6.

1 o o 2
(AG°(any+Aan))’ (AG°(3n10)+AGN10)

2
kET(3N10)_ )“(41\7) e 4AanksT 42ian10)ksT
-

kET(4N) ;LE
(3N10) . : : (5.6)

Donde, sustituyendo los valores de Asnio, Aan, AG®3ni0 Y AG®n se obtiene: Keranioykeran) =
2.3. Este valor es consistente con lo encontrado experimentalmente en las cinéticas de reduccion,
(keranioykeran) = 2.14, valor experimental). Por lo tanto, las diferencias en los potenciales de
reduccion de los complejos Cu(I1)-3N10 y Cu(Il)-4N dan como resultado una reducciéon mas
rapida en el complejo Cu(Il)-3N10 a comparacion de la que ocurre en el complejo Cu(Il)-4N, a

pesar de que la energia de reorganizacion es mayor para la especie Cu(Il)-3N10.
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5.2.5. Efecto de la Met109 y Metl12 en la reduccion del complejo Cu(ll)-PrP(106-115) a pH
6.5.

Con el fin de evaluar el efecto que la Met109 y la Metl12 tienen sobre la rapidez de reduccion
del complejo Cu(II)-3N10O, se estudio la reduccién con ascorbato de los complejos Cu(Il)-
PrP(106-115)M109A, Cu(I)-PrP(106-115)M112A y Cu(I)-PrP(106-115)M109&M112A a pH
6.5. La Figura 5.3 muestra trazas representativas de las cinéticas de reduccion en Stopped-Flow,
seguidas por UV-Vis y la Tabla 5.3 enlista los valores de las constantes de rapidez para cada
complejo que contiene las variantes Met-Ala y su comparacion con el complejo Cu(II)-PrP(106-

115).

1.0
t&‘ ~~~~~~~~~ Cu-PrP(108-115)
weszeees CU-PIP(106-115)M109A
N sesesnees CU-PIP(108-115)M112A
E o8| % Cu-PrP(106-115)M109A&M112A
c
(=
3
mgro.e
JSo
Q h
g =04
2
—
o]
73
Q 0.2
< B
T or—
0
0 2 4 6 8 10
Tiempo (s)

Figura 5.3. Datos de absorcion en Stopped-Flow (circulos) y el ajuste de los datos (lineas punteadas) de la
reduccion de Cu(Il)-PrP(106-115), Cu(II)-PrP(106-115)M109A, Cu(Il)-PrP(106-115)M112A y Cu(Il)-
PrP(106-115)M109&M112A a pH 6.5 con 20 equivalentes de ascorbato.

Tabla 5.3. Constantes de rapidez de primer orden de la reduccién de los complejos Cu(Il)-PrP(106-115) y

sus variantes Met-Ala a pH 6.5.

Péptido Constantes de rapidez de primer orden (s”)
PrP(106-115) 0.287+£0.010
PrP(106-115)M109A 0.295 + 0.027
PrP(106-115)M112A 0.318 £0.024
PrP(106-115)M109&M112A 0.327 £0.023
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Como se puede apreciar, dentro del error experimental, los complejos Cu(Il)-PrP(106-
115)M109A, Cu(Il)-PrP(106-115)M112A y Cu(Il)-PrP(106-115)M109&M112A a pH 6.5
exhiben la misma rapidez de reduccion que el complejo Cu(Il)-PrP(106-115). Estos resultados
sugieren que en la reduccion del complejo Cu(Il)-PrP(106-115), a pH 6.5, primero ocurre la
transferencia electronica, seguida de un reordenamiento mas lento del péptido, en el cual las
metioninas entran en la coordinacion para formar el complejo Cu(I)-1N102S. Sin embargo,
experimentalmente se monitorea la desaparicion de la banda de absorcion asociada al complejo
de Cu(Il), en consecuencia, no es posible detectar los arreglos posteriores que sufre el complejo

en su forma reducida.

5.2.6. Reoxidacion del complejo Cu(l)-PrP(106-115) con oxigeno a pH 6.5.

A continuacién se investigd el primer paso en la activacion de oxigeno por el complejo Cu(l)-
PrP(106-115) y los que incluyen las variaciones Met-Ala a pH 6.5. Para esto, los complejos
Cu()-PrP(106-115), Cu(I)-PrP(106-115)M109A, Cu(I)-PrP(106-115)M112A y Cu(I)-PrP(106-
115)M109&M112A se mezclaron con buffer oxigenado y la reaccion fue seguida por
espectroscopia de absorcion electronica en la region UV-Vis. La Figura 5.4 muestra las trazas de
la aparicion de la banda asociada con la transicion d-d, indicativo de los compuestos de Cu(Il),
mientras que la rapidez de reoxidacion de cada complejo se enlista en la Tabla 5.4.

Es importante notar que, a diferencia de la reduccion, la rapidez del proceso de reoxidacion sigue
una correlacion inversa al nimero de residuos de metionina en el complejo inicial de Cu(I) (Tabla
5.4), siguiendo la tendencia Cu(I)-PrP(106-115) < Cu(I)-PrP(106-115)M109A ~ Cu(I)-PrP(106-
115 M112A < Cu(l)-PrP(106-115)M109&M112A. La rapidez de reoxidacion del complejo
Cu(I)-PrP(106-115)M109&M112A es 6 veces mas rapida que aquellos complejos con una
metionina y 10 veces mas rapida que el complejo Cu(I)-PrP(106-115) que contiene a las dos
metioninas. Esto sugiere que la presencia de los residuos de metionina en la coordinacion del

Cu(l) afectan el paso limitante del proceso de reoxidacion.
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Figura 5.4. Trazas de las cinéticas de reoxidacion con O, de los complejos Cu(I)-PrP(106-115) (negro) y

sus variantes Met-Ala: M109A (verde), M112A (rojo) y M109&M112A (azul) a pH 6.5 seguida por

absorcion electronica UV-Vis a 600 nm, (en circulos se encuentran los datos experimentales, mientras que

las lineas punteadas muestran el ajuste de los datos). En el recuadro se muestran datos representativos de

absorcion, mostrando el incremento en la intensidad de la sefial asociada a la transicion d-d representativa

de los complejos de Cu(Il).

Tabla 5.4. Constantes de rapidez de primer orden de la reoxidacion con O, del complejo Cu(I)-PrP(106-

115) y sus variantes de Met-Ala a pH 6.5.

Complejo Constantes de rapidez de primer orden
min” s7 (107
Cu(I)-PrP(106-115) 0.218 +0.005 3.63+£0.08
Cu(I)-PrP(106-115)M109A 0.425 +0.060 7.08 = 1.00
Cu(I)-PrP(106-115)M112A 0.421+ 0.009 7.02+0.15
Cu(I)-PrP(106-115)M109&M112A 2.582+0.154 43 £2.570

El producto final de cada

reaccion de

Cu(D)-péptido con O,

fue caracterizado

espectroscopicamente por CD y EPR (Figura 5.5). Por medio de EPR se identifico que al menos

un 50 % del complejo original es recuperado en todos los casos.
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Figura 5.5. Espectros de CD y EPR representativos del complejo Cu(Il)-PrP(106-115) (linea negra) y en

el punto final de la cinética de reoxidacion (linea azul).

5.2.7. Evaluacion del mecanismo de reaccion en el proceso de reoxidacion.

La reoxidacion del complejo Cu(I)-PrP(106-115) con O, puede seguir un mecanismo de
transferencia electronica de esfera interna o externa. En un mecanismo de esfera externa, el
complejo de Cu(I) puede ser oxidado por el O, en un solo paso para regenerar el complejo de
Cu(Il), mientras que en un mecanismo de esfera interna puede estar involucrada la coordinacion
del O, al complejo de Cu(l) y la formacion de un intermediario Cu(Il)-O,", seguida por la
liberacion del superdxido para regenerar el complejo de Cu(Il). La posibilidad de que la
reoxidacion de los complejos Cu(I)-PrP(106-115) suceda por un mecanismo de reoxidacion de
esfera externa se evalué usando la ecuacion de Marcus al analizar las constantes de rapidez
mostradas en la Tabla 5.4.

La constante de rapidez de esfera externa para la reaccion de reoxidacion del complejo Cu(I)-
PrP(106-115) con O, fue obtenida usando la ecuacion 5.7.

-AG™

k =z & . . . . . . . . (5.7)

Donde, Z es el factor de frecuencia y tiene un valor de 10" M''s'. AG" y la energia de

reorganizacion total A, se definen en las ecuaciones 5.8 y 5.9, respectivamente
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AA+AG ,

AG™ = () )
4 A . : : : : : : : (5.8)
A’CtﬁPrP + A’OZ
A= B — (5.9)

Usando el potencial de la reduccién de un electréon de O, a O,” (-165 mV vs NHE),* su energia
de reorganizacion (hoz),”' el valor estimado para el potencial de reduccion de la especie Cu(Il)-
3N10O de 152 mV (seccion 5.2.2) y la energia de reorganizacion calculada para el sitio (seccion
5.2.1), la rapidez de transferencia electronica de esfera externa del complejo Cu(I)-PrP(106-115)
con O, se estima ~ 2.81 x 107 s, la cual es 10-100 veces mas lenta que la determinada
experimentalmente (3.6 x 107 s™) (Tabla 5.4). Por lo tanto, la transferencia del electrén en la
reaccion Cu(I)-PrP(106-115) con O, probablemente proceda via un mecanismo de esfera interna
que puede estar involucrando la formacion de una especie Cu(Il)-superoxido. Esto es consistente
con un estudio reportado anteriormente en el que detectan de forma indirecta la formacion de
superoxido cuando someten al complejo Cu-PrP(106-114) a un ciclo de reduccion y

reoxidacion.'®
5.2.8. Oxidacion de metioninas catalizada por el complejo de cobre.

Una vez que se caracterizé la reactividad que presenta el complejo Cu(I)-PrP(106-115) frente a
oxigeno a pH 6.5, se estudio la susceptibilidad de oxidacién del péptido después de que se
produce superdxido en un ciclo redox. Para este fin, analizamos los productos obtenidos en el
punto final de las cinéticas de reoxidacion. Los complejos de Cu(Il) resultantes fueron tratados
con acido etilendiaminotetraacético (EDTA, por sus siglas en Inglés) y analizados por MALDI
TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight/time of flight). Como control,
los complejos de Cu(Il) antes de ser sometidos al ciclo redox también fueron analizados.

La Figura 5.6 muestra los espectros de masas obtenidos para los péptidos PrP(106-115), PrP(106-
115)M109A, PrP(106-115)M112A y PrP(106-115)M109&M112A, antes y después de ser
sometidos a un ciclo redox. En particular, observamos que el péptido PrP(106-115) muestra dos
nuevas sefiales con picos m/z que corresponden a la masa del péptido + 16 y + 32 Da. Asimismo,

los péptidos que contienen solo una metionina (PrP(106-115)M109A y PrP(106-115)M112A),
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muestran una nueva sefial asociada con la masa del péptido + 16 Da. En contraste, el péptido sin
residuos de metionina (PrP(106-115)M109&M112A) no sufre ninguna modificacion. Estos
resultados indican que después de un ciclo redox en estos complejos Cu-péptido, se produce la
oxidacion especifica de los residuos de metionina a su forma de sulféxido de metionina, sin que
haya evidencia de la oxidacion hasta su forma de sulfona. Por lo tanto el Cu puede estar
catalizando la oxidacion especifica de los residuos de metionina, a través del superdxido

generado en la reaccion con Oy.

A 1129.46 H* B 1069.42 H* C 1069.51 H* D

1009.53 H*
PrP(106-115) MI109A MI112A MI109&M112A
1151.47 Na* 1091.43 Na* 103153 Na*
\ 1091.51 Na*
|
4 T
980 1020 1060 1100 1140 1180 980 1020 1060 1100 1140 1180 980 1020 1060 1100 1140 1180 980 1020 1060 1100 1140 1180
mi/z mlz m/z m/z

E F G - H
1 15.;.:- ;-)7 H* /’Mrr}v (l) H* / (+0O)
/1":"!';‘;]” 1107.47 Na*
M / (+O)
— A l ! Ai l _l-_._.,..l_._J —
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Figura 5.6. Analisis de los péptidos PrP(106-115) (negro), PrP(106-115)M109A (verde), PrP(106-
115)M112A (rojo) y PrP(106-115)M109&M112A (azul), por medio de MALDI TOF/TOF, antes (A, B, C
y D) y después de un ciclo redox con ascorbato y oxigeno (E, F, Gy H).
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5.3.  Discusion

El sitio de la His111 a pH fisiologico coordina Cu(Il) y Cu(I) a través del motivo MKHM (Figura
5.7), sin embargo los complejos de coordinacion resultantes tienen geometrias y esferas de
coordinaciéon muy diferentes: Cu(Il)-3N10 vs Cu(I)-IN102S a pH 6.5 y Cu(Il)-4N vs Cu(D)-
2N101S a pH 8.5 (Figura 4.21). Esto da como resultado que el cambio en el estado de oxidacion
del complejo implique una gran energia de reorganizaciéon en los sitios (~ 1.79 y 1.6 eV,
respectivamente). Estos valores de energia de reorganizacion son significativamente grandes, si
se comparan con sitios de cobre optimizados para soportar transferencia electronica (por ejemplo
sitios de CuT1 y Cua) que presentan energias de reorganizacion en un rango que va de 0.5 a 0.82
eV.”>* A pesar de esto, los complejos Cu(I)-3N10 y Cu(Il)-4N tienen la capacidad para llevar a
cabo reacciones oxido-reduccion. Por otro lado, aunque el complejo Cu(Il)-3N10 tiene una
energia de reorganizacion mayor, su reduccion es mas rapida que la de la especie Cu(Il)-4N, esto
se debe a que tiene un potencial de reduccion mayor. Considerando que, a pH fisiologico ambos
complejos (Cu(II)-3N10 y Cu(Il)-4N) estan presentes (pKa de 7.5), nuestros resultados indican
que, bajo condiciones reductoras, el complejo Cu(Il)-3N10 podria reducirse més rapido. Esto
desplazaria el equilibrio entre las especies Cu(Il)-3N10 y Cu(Il)-4N hacia el complejo Cu(Il)-
3N10O, favoreciendo la produccioén del complejo Cu(I)-1N102S. Por lo tanto, a pH fisiologico,
los complejos 3N10 y 4N son las especies de Cu(Il) relevantes, mientras que el complejo Cu(l)-
IN102S es el modo de coordinacion de Cu(I) mas favorecido en el sitio de la His111 de la
proteina PrP (Figura 5.7). Por otro lado, este complejo Cu(I)-1N102S puede reaccionar con O,.
Varios estudios han reportado la actividad redox en complejos Cu-PrP.'* '* Algunos estudios
también han reportado la generacion de especies reactivas de oxigeno (H,O, o Oy7) por

12, 14-15,17-18

complejos Cu-PrP, sin embargo se conoce muy poco acerca del mecanismo por el cual

el O; se activa en los diferentes complejos Cu-PrP.
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Figura 5.7. Representacion esquematica de los principales complejos Cu-PrP€ bajo diferentes condiciones
fisiologicas. (A) A bajas concentraciones de Cu(Ill) (nM) el Cu(Il) podria estar coordinado en la regién
octarepeat (Componente 3, Cu(II)-OR) y en los sitios de His96 e His111 (Cu(Il)-3N10 y Cu(I)-4N). (B)
En presencia de agentes reductores los complejos de Cu(Il) pueden ser reducidos; en el sitio de la His111
la especie mas abundante podria ser Cu(I)-1N102S. (C) Altas concentraciones de Cu (100-500 pM)
pueden estimular la endocitosis de la proteina; en los endosomas, unicamente el sitio de la His111 podria
coordinar Cu(l) a través de la Met109 y Metl12. (D) En el espacio extracelular la activacion de oxigeno
por el Cu en el sitio de la His111 puede generar super6xido causando la oxidacion de los residuos de Met.
" Ref. 25, ° Ref. 26, © Ref 27,  este trabajo, ° Ref. 17, TRef 18.

En este capitulo usando estudios cinéticos se investigd el primer paso en el mecanismo de
activacion de oxigeno por el complejo Cu(I)-PrP(106-115) a pH 6.5. Se observo que la rapidez de

reoxidacion es altamente dependiente de los residuos de metionina. También, se estimd que la
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rapidez de reoxidacion de esfera externa seria 10 a 100 veces menor que los valores
experimentales provenientes de los datos cinéticos. Por lo tanto se concluye que el complejo
Cu(I)-IN102S en el sitio de la Hisl1l reacciona con O, siguiendo un mecanismo de
transferencia electronica de esfera interna que involucra la coordinacion de O, al complejo de
Cu(l) y la formacion de un intermediario Cu(Il)-superdxido, seguido de la liberacion del
superdxido y la regeneracion parcial del complejo de Cu(Il). También se demostré que en esta
reaccion catalizada por el Cu, los residuos de Met son selectivamente oxidados a sulfoxido.
(Figura 5.7).

Ha sido propuesto que la oxidacion de metioninas puede desencadenar cambios estructurales que

. . 11,28
conducen a la agregacion de la proteina PrP<'"

o al contrario, que puede prevenir la formacion
de la forma fibrilar.*®* Mas alla de eso, los residuos de Met en la PrP® pueden actuar como una
defensa antioxidante innata de la proteina por su habilidad de limpiar o contener el superdxido
producido, sufriendo oxidacion y formando sulfoxido de metionina. Sin los residuos de
metionina, el superdxido producido podria causar dafio en otras proteinas o componentes
celulares. Por otro lado, existe en las células la enzima reductasa de sulfoxido de metionina
(MsrA y MsrB) que se encarga de reducir el sulfoxido de metionina a metionina, la cual, podria
estar nuevamente disponible para reaccionar con especies oxidantes como O,”.*° De hecho, se ha
observado que en cerebros afectados con la enfermedad de Alzheimer se produce una
disminucién de la actividad de MsrA comparado con sujetos control,’’ mientras que la
estimulacion de la actividad MsrA puede ayudar a proteger a las neuronas de la toxicidad de f
amiloide.’® Por lo tanto, es posible que un proceso reversible de oxidacion/reduccion de los
residuos de metionina en el N-terminal de la PrP® pueda estar ayudando a contener las especies
reactivas de oxigeno generadas por reacciones Oxido-reduccion en los sitios de Cu-PrP. Esto
puede ser consistente con la nocion de que la PrP¢ desempeia un papel en la defensa antioxidante

de la célula.*
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5.4.  Conclusiones

La coordinacion de Cu(l) al fragmento PrP(106-115) a pH fisioldgico puede generar los modos
de coordinacion Cu(I)-IN102S y Cu(I)-2N101S. Por medio de estudios cinéticos, hemos
demostrado que bajo condiciones reductoras el complejo mas poblado en el sitio de His111 puede
ser la especie Cu(I)-1N102S, la cual, es capaz de activar oxigeno.

Nuestro estudio proporciona una mayor compresion en el mecanismo molecular de la reaccion de
activacion de oxigeno en este sitio. El complejo Cu(I)-1N102S reacciona con O, a través de un
mecanismo de esfera interna, probablemente involucrando la formacién de un intermediario
Cu(I)-O;", seguido de la liberacion del superoxido y la regeneracion parcial del complejo de
Cu(Il). Los residuos de Met son oxidados a sulféxido en este proceso. La habilidad de estos
residuos para contener las especies reactivas de oxigeno ppodrian jugar un papel muy importante

en las propiedades antioxidantes propuestas para la PrP€.

5.5. Referencias

1. Brown, D. R.; Qin, K.; Herms, J. W.; Madlung, A.; Manson, J.; Strome, R.; Fraser, P. E.;
Kruck, T.; von Bohlen, A.; Schulz-Schaeffer, W.; Giese, A.; Westaway, D.; Kretzschmar,
H., Nature, 1997, 390, 684-687.

2. Pauly, P. C.; Harris, D. A., J. Biol. Chem. 1998 273, 33107-33110.

3. Brown, D. R.; Clive, C.; Haswell, S. J., J. Neurochem. 2001, 76, 69-76.

4, Vassallo, N.; Herms, J., J. Neurochem. 2003, 86, 538-544.

5. Kozlowski, H.; Luczkowski, M.; Remelli, M., Dalton Trans. 2010, 39, 6371-6385.

6. Roucou, X.; Gains, M.; LeBlanc, A. C., J. Neurosci. Res. 2004, 75, 153—-161

7. Kozlowski, H.; Luczkowski, M.; Remelli, M.; Valensin, D., Coord. Chem. Rev. 2012,
256,2129-2141.

8. Lehmann, S., Curr. Opin. Chem. Biol. 2002, 6, 187-192.

9. Campbell, A.; Smith, M. A.; Sayre, L. M.; Bondy, S. C.; Perry, G., Brain Res. Bull. 2001,
55, 125-132.

10. Bush, A. L., Curr. Opin. Chem. Biol. 2000, 4, 184-191.

11. Requena, J. R.; Groth, D.; Legname, G.; Stadtman, E. R.; Prusiner, S. B.; Levine, R. L.,
Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 2001, 98, 7170-7175.

12. Nadal, R. C.; Abdelraheim, S. R.; Brazier, M. W.; Rigby, S. E.; Brown, D. R.; Viles, J.
H., Free Radic. Biol. Med. 2007, 42, 79-89.

13. Turnbull, S.; Tabner, B. J.; Brown, D. R.; Allsop, D., Biochemistry, 2003, 42, 7675-7681.

14. Turnbull, S.; Tabner, B. J.; Brown, D. R.; Allsop, D., Neurosci. Lett. 2003, 336, 159-162.

15. Kawano, T., Int. J. Biol. Sci. 2007, 3, 57-63.

16. Shiraishi, N.; Nishikimi, M., FEBS Lett. 2002, 511 118-122.

71



17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.

33.

Liu, L.; Jiang, D.; McDonald, A.; Hao, Y.; Millhauser, G. L.; Zhou, F., J. Am. Chem. Soc.
2011, 733, 12229-12237.

Shearer, J.; Soh, P., Inorg. Chem. 2007, 46, 710-719.

Marcus, R. A.; Sutin, N., Biochim. Biophys. Acta, 1985, 811, 265-322.

Wood, P. M., Biochem. J. 1988, 253, 287-289.

Kjaergaard, C. H.; Qayyum, M. F.; Wong, S. D.; Xu, F.; Hemsworth, G. R.; Walton, D.
J.; Young, N. A.; Davies, G. J.; Walton, P. H.; Salomon Johansen, K.; Hodgson, K. O.;
Hedman, B.; Solomon, E. 1., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2014, 24, 8797-8802.

Di Bilio, A. J.; Hill, M. G.; Bonander, N.; Karlsson, G.; Villahermosa, R. M.; Malmstrom,
B. G.; Winkler, J. R.; Gray, H. B., J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 9921-9922.

Mats, H.; Olsson, M.; Ryde, U., J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 7866-7876.

Farver, O.; Hwang, H. J.; Lu, Y.; Pecht, 1., J. Phys. Chem. B, 2007, 111, 6690-6694.
Chattopadhyay, M.; Walter, E. D.; Newell, D. J.; Jackson, P. J.; Aronoff-Spencer, E.;
Peisach, J.; Gerfen, G. J.; Bennett, B.; Antholine, W. E.; Millhauser, G. L., J. Am. Chem.
Soc. 2005, 127, 12647-12656.

Hureau, C.; Mathe, C.; Faller, P.; Mattioli, T. A.; Dorlet, P., J. Biol. Inorg. Chem. 2008,
13, 1055-1064.

Rivillas-Acevedo, L.; Grande-Aztatzi, R.; Lomeli, I.; Garcia, J. E.; Barrios, E.; Teloxa, S.;
Vela, A.; Quintanar, L., Inorg. Chem. 2011, 50, 1956-1972.

Younan, N. D.; Nadal, R. C.; Davies, P.; Brown, D. R.; Viles, J. H., J. Biol. Chem. 2012,
287, 28263-28275.

Breydo, L.; Bocharova, O. V.; Makarava, N.; Salnikov, V. V.; Anderson, M.; Baskakov,
I. V., Biochemistry, 2005, 44, 15534-15543.

Lowther, W. T.; Brot, N.; Weissbach, H.; Matthews, B. W., Biochemistry, 2000, 39,
13307-13312.

Gabbita, S. P.; Aksenov, M. Y.; Lovell, M. A.; Markesbery, W. R., J. Neurochem. 1999,
73, 1660-1666.

Moskovitz, J.; Maiti, P.; Lopes, D. H.; Oien, D. B.; Attar, A.; Liu, T.; Mittal, S.; Hayes,
J.; Bitan, G., Biochemistry, 2011, 50, 10687-10697.

Klamt, F.; Dal-Pizzol, F.; Da Frota Jr., M. L. C.; Walz, R.; Andrades, M. E.; Da Silva, E.
G.; Brentani, R. R.; Izquierdo, I.; Moreira, J. C. F., Free Radic. Biol. Med. 2001, 30,
1137-1144.

72



6. Coordinacion de Cu al sitio N-terminal de la proteina a sinucleina.

6.1.  Antecedentes.
6.1.1. Enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor
incidencia en la actualidad.'” Se estima que afecta entre el 1 y 2 % de la poblacién mayor de 60
afios.” Esta enfermedad descrita inicialmente en 1817 por James Parkinson, se trata de un
desorden neurodegenerativo progresivo, caracterizado por el deterioro de la funcidon motora. Se
manifiesta por la presencia de temblor en reposo, rigidez, bradicinesia, inestabilidad postural, asi
como deterioro cognitivo y emocional. Esta sintomatologia se produce por la afectacion de la via
dopaminérgica nigro-estriatal, causada por la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la

substancia nigra pars compacta (Figura 6.1).*”
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2) Via dopaminérgica nigro-estriatal
3) Estriado

Figura 6.1. Representacion esquematica de la pérdida de la via dopaminérgica nigro-estriatal en la EP.

(A) Cerebro normal, (B) Cerebro con EP.

Los sintomas motores comienzan a manifestarse cuando se ha perdido entre 70-80 % de las
neuronas dopaminérgicas, mientras que los sintomas debilitantes mas graves (como la
inestabilidad postural) ocurren cuando se pierde el 90 %.° En promedio, los sintomas empiezan a
manifestarse en pacientes de 60-65 afios, solo el 10 % de los pacientes con EP muestra sintomas
antes de los 40 afios.” Por otro lado, en neuronas dopaminérgicas que sobreviven, asi como en

nucleos del tallo cerebral, amigdala y regiones corticales, se presentan inclusiones extracelulares
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y citosdlicas, conocidas como cuerpos de Lewi y neuritas de Lewi. Los cuerpos de Lewi
tipicamente tiene un tamafo de 5-25 um de diametro, presentan un nucleo denso, compuesto por
material granular filamentoso y un halo mas claro formado por filamentos orientados
radialmente, mientras que las neuritas de Lewi muestran una estructura filiforme.” Se ha
identificado que el mayor componente de estas inclusiones es la proteina o sinucleina (AS) en
forma agregada.®”

De hecho, mutaciones autosémicas dominantes en el gen que codifica para la proteina AS se han
identificado como la causa de la forma hereditaria de la enfermedad de Parkinson (10-20 % de
los casos). Estas mutaciones corresponden a las sustituciones A53T, A30P y E46K.'"" Lo
anterior, asi como el hecho de que ratones transgénicos que sobreexpresan la proteina AS
desarrollan inclusiones citoplasmaticas y deficiencias motoras,>™'* ha confirmado el papel critico

que la proteina AS tiene en la enfermedad de Parkinson.'

6.1.2. Proteina o sinucleina (AS).

La AS es una proteina citosolica perteneciente a la familia de las sinucleinas (a-, -, y-sinucleina
y synoretin) las cuales son expresadas en vertebrados. La proteina AS tiene 140 aminodacidos (14
kDa) distribuidos en tres diferentes regiones: la regiéon N-terminal (residuos 1-60) esta
involucrada en la unidén con lipidos y contiene repeticiones imperfectas de la secuencia
KTKEGYV; la region conocida como NAC (non amiloid-ff component, residuos 61-95), que es
altamente hidrofébica y responsable del inicio de la fibrilizacion; y la region del C-terminal
(residuos 96-140), rica en aminoacidos de Pro, Asp y Glu, esenciales para mantener soluble a la
proteina (Figura 6.2).'° En el citosol, la AS es una proteina monomérica que, aunque se mantiene
compacta gracias a contactos intramoleculares (C-terminal y la region NAC, C- y N-terminal),
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carece de una estructura secundaria definida, mientras que, asociada a superficies con lipidos

o micelas puede formar dos o hélice antiparalelas (residuos 3-37 y 45-92, Figura 6.2).""*°
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Figura 6.2. (A) Secuencia de la proteina AS, mostrando la region NAC subrayada. (B) Representacion de
la proteina AS en el citosol, la region NAC (negro) se encuentra protegida de la exposicion al medio por
el N- y C-terminal, quienes interactian con componentes intracelulares. Adaptada con permiso de
Macmillan Publishers Ltd: Nature, Theillet, F-X. Et al., 530, 45-50, copyright, 2016. (C) Conformacién
que adquiere la proteina AS en presencia de micelas; figura construida a partir de las coordenadas xyz

descargadas del PDB 2KKW.

La proteina AS es expresada predominantemente en neuronas del sistema nervioso central, se
localiza principalmente en terminales presindpticas, en las proximidades de vesiculas sinapticas y

representa el 1 % del total de las proteinas solubles en el estriado.”

En condiciones fisiologicas
se ha propuesto que la proteina AS interactia con proteinas que regulan la sintesis y absorcion de
dopamina, vinculando su funcion con el metabolismo de ésta.”> También se ha propuesto que
juega un papel en la regulacion de la liberacion de neurotransmisores, operando como una
proteina chaperona que promueve el ensamble del complejo SNARE (soluble N-ethylmaleimide
sensitive factor attachment protein receptor, complejo que resulta esencial para la liberacion de
neurotransmisores) a través de la union a la proteina SNARE synaptobrevin-2.2**° Ademas, se ha
propuesto que tiene un papel en la proteccion de terminales nerviosas en conjunto con la proteina
cysteine-string o. (CSPa).”” En la enfermedad de Parkinson, atn no esta claro como la proteina
AS puede desencadenar la muerte celular, pero esta comprobado que la agregacion de la proteina
AS esta implicada en los efectos patolégicos de la misma.

Se ha propuesto por ejemplo, que el plegamiento andémalo de la proteina AS impide su habilidad

de asociarse a membranas, causando su acumulacion en el citosol y promoviendo su
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oligomerizacion y agregacion. De esta forma, la AS podria interrumpir el metabolismo de la
dopamina, incrementando los niveles de dopamina intracelulares, que a su vez, aumenta el estrés
. . . . 23,28
oxidativo, generando un circulo que termina en la muerte neuronal.
Aunque el inicio de la agregacion de la proteina AS atin no esta entendido por completo, se ha
propuesto que iones metalicos pueden estar involucrados en el proceso. Esta propuesta surgié por
el hecho de que en pacientes con la EP la concentracion de diversos iones metalicos se ve
aumentada, en comparacion a individuos control (aumento de Fe, Zn y Al, en substancia nigra y

29-30 : . .
Por otro lado, estudios pioneros demostraron que los iones

Cu en fluido cerebroespinal).
metalicos Al(IIl), Cu(Il), Fe(Ill) y Mn(II) en concentracion mM, incrementan la rapidez de
fibrilizacién de la proteina AS in vitro,”' sin embargo, posteriormente se demostré que bajo
concentraciones pM solo el Cu(II) acelera la formacién de fibras de la proteina AS.>

Se han propuesto varios escenarios para explicar como el Cu(Il) acelera la fibrilizacion de la
proteina AS. El caso més simple puede ser que la formacién de complejos Cu(Il)-AS produzca un
cambio estructural en la proteina que pudiera generar especies propensas a la agregacion. Por otro
lado, se ha identificado que en neuronas dopaminérgicas de pacientes con la EP ocurre un
incremento de estrés oxidativo y al mismo tiempo reduccion de la defensa antioxidante.™

Debido a lo anterior, el estudio de la naturaleza estructural de las especies Cu-AS, asi como de su
reactividad ha tomado gran importancia en los ultimos 10 afos, ya que se ha propuesto que la
interaccion Cu-AS y la reactividad de estos complejos podrian proveer un vinculo entre la
agregacion y acumulacion de la proteina AS, asi como con el dafio oxidativo que causa la muerte

neuronal en la enfermedad de Parkinson.

6.1.3. Coordinacion de cobre a la proteina AS.

En los ultimos afios, usando una combinacion de varias técnicas espectroscopicas como NMR,
EPR, CD vy utilizando mutaciones puntuales en la proteina AS, asi como el uso de fragmentos
peptidicos sintéticos, se identifico que la proteina AS tiene tres sitios de coordinacién de Cu(Il).
Estos sitios presentan diferentes caracteristicas, tanto estructurales como de afinidad.'® (Figura

6.3).
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En el C-terminal se identifico un sitio de coordinaciéon en la region llgDPDNEAm, este sitio,
ademas de tener la menor afinidad (K3 = 10~ M), presenta también baja especificidad por Cu(II),
ya que coordina igualmente otros iones metalicos.** **

Por otro lado, en el N-terminal se identificaron dos sitios de coordinacion especificos para Cu(II).
El de menor afinidad se encuentra alrededor de la His50 (Kq = 35 x 10° M). Aqui, el modo de
coordinaciéon es dependiente de pH, ya que involucra la desprotonacion de amidas de la cadena
peptidica. A pH bajo (6.5), se ha propuesto un modo de coordinacion 1N30O, mientras que a pH
alto (8.2) el modo de coordinacion es 3N10O, involucrando al nitrogeno imidazol de la His50,
amidas desprotonadas de la cadena peptidica y un ligando oxigeno que podria provenir de algin
grupo carbonilo o de una molécula de H,O.*>* Por tltimo, el sitio de mayor afinidad por Cu(II)
se encuentra en el N-terminal de la proteina AS (Ky = 0.11 x 10° M) y presenta un modo de
coordinaciéon en la parte ecuatorial 2N20 a pH 7.5. En este sitio, el Cu(Ill) es anclado

ecuatorialmente, por medio del nitrégeno del amino terminal, la amida desprotonada de la cadena

peptidica del Asp2, el oxigeno del grupo carboxilato de la cadena lateral del Asp2 y un segundo

oxigeno, que proviene de una molécula de agua.'®>°
1 60 95 140
NH,H_[CR:terminall [T NAC C-termfnal - cco-
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Figura 6.3. Coordinacion de Cu(ll) a los tres sitios de enlace de la proteina AS.

Asi mismo, también se ha propuesto que los complejos Cu(Il)-AS pueden participar en la

generacion de ROS, que a su vez, pueden causar modificaciones oxidativas en la proteina AS, lo
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cual, pudiera tener una repercusion en la estabilidad de la misma. La reactividad de los
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complejos Cu(Il)-AS involucra por lo tanto, la formacién de especies reducidas Cu(I)-AS.
Debido a lo anterior, la caracterizacion estructural de los complejos Cu(I)-AS, asi como su
reactividad frente a oxigeno, es un tema de gran relevancia que ha tomado importancia en los
ultimos afios.

Al contrario de lo que sucede con Cu(Il), la coordinacion de Cu(l) a la proteina AS no ha sido
caracterizada a detalle. Utilizando NMR, se identifico que a pH 6.5, igual que con Cu(Il), con
Cu(I) existen tres sitios de coordinacién en diferentes regiones y con diferente afinidad.*** El
sitio de menor afinidad (K4 = 270 x 10° M) se encuentra en el C-terminal
('"®"MPVDPDNEAYEM'?). En este sitio se identificé que la Metl16 y Metl17 son los
principales grupos que anclan el Cu(I). En el N-terminal, alrededor de la His50 se encuentra otro
sitio de coordinacion de Cu(I) con una afinidad mayor (Kq = 50 x 10 M). Por ultimo, el sitio de
mayor afinidad se encuentra también en el N-terminal de la proteina AS, e involucra los residuos
'MDVFM’ (Kq = 20 x 10°® M), siendo los residuos de metionina los principales grupos
coordinantes. Recientemente, por medio de XAS, se propuso que el modo de coordinacion a pH
7.5 del i6n Cu(I) con el fragmento AS(1-15) es 2S2N/O, donde, ademés de las dos metioninas,
participan otros dos ligandos que pueden ser nitrégeno u oxigeno.*® Este wltimo sitio ha sido de
gran interés ya que presenta la mayor afinidad por el ién metalico y se ha identificado que en
presencia de oxigeno conduce a la oxidacion selectiva de los residuos de metionina 1 y 5.*° La
reactividad en este sitio puede desempefiar un papel importante en la generacion de ROS, la
formacion de agregados de AS y/o en la perdida de la funcion bioldgica de la proteina AS, por lo
tanto su estudio es de gran importancia. Asimismo, se requiere tener una descripciéon completa
tanto del sitio de coordinacion de Cu(I), como de la reactividad que presenta frente a oxigeno.
Por ultimo, reportes recientes han planteado la posibilidad de que, fisiologicamente, la proteina
AS se encuentra acetilada en el amino terminal.*” Esto podria suponer severas implicaciones, por
lo que se necesita evaluar los efectos que la acetilacion del N-terminal tiene sobre la coordinacion
y la reactividad del sitio.

En este capitulo se describird la caracterizacion estructural de la coordinacion de Cu(Il) y Cu(I)
en el sitio N-terminal de la proteina AS. Respecto a la coordinacion de Cu(Il), usando DFT, se
evaluaron modelos disefiados para identificar la participacion del azufre de la cadena lateral de
Met como ligando axial en la coordinacion del i6n metalico, con la finalidad de obtener el

escenario completo de la esfera de coordinacion de Cu(Il) en el sitio N-terminal de la proteina
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AS. Este estudio se realizd partiendo de resultados previos, en los cuales, por medio de CD y
EPR, fueron identificados los ligandos ecuatoriales.

Por otro lado, usando XAS y DFT se elucidé la coordinacion de Cu(I) en el sitio N-terminal de la
proteina AS, asimismo, se evalu6 el efecto de la acetilacion del N-terminal sobre la coordinacion

del Cu(D).

6.2.  Resultados.
6.2.1. Evaluacion de la Metl y Met5 como ligando axial en la coordinacion de Cu(ll) al

fragmento AS(1-6) mediante cdlculos de estructura electronica.

La coordinacion de Cu(Il) al N-terminal de la proteina AS ha sido previamente estudiada por
medio de CD y EPR.***® Los resultados indican que en la region ecuatorial, el Cu(II) presenta un
modo de coordinacion 2N20, y los ligandos son: el grupo NH; del amino terminal, el nitrogeno
proveniente de la amida desprotonada del Asp2 (N'p,), un oxigeno proveniente de la cadena
lateral del Asp2 (B-COO™p,) (lo cual permite la formacion de dos anillos adyacentes de 5y 6
miembros que contribuyen al efecto quelato) y un oxigeno de una molécula de H,O. Ademas, se

ha propuesto la posible participacion de la Metl como ligando axial (Esquema 6.1).

Esquema 6.1. Modos de coordinacion tetracoordinado (A) y pentacoordinado (B) propuestos para el

complejo Cu(I)-AS(1-6).
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Para discernir entre los dos modelos de coordinacion propuestos en el Esquema 6.1, se realizaron
calculos UKS (unrestricted Kohn-Sham) con el complejo Cu(Il)-AS(1-6), usando modelos
disefiados para evaluar la posicion axial de la esfera de coordinacion. Después de optimizar las
estructuras, se realizd un andlisis de frecuencias para comprobar que los puntos estacionarios
corresponden a un minimo. Por Ultimo, se calcularon los parametros de EPR para cada modelo y

. 36 .
los resultados fueron comparados con los reportados experimentalmente.”™ Para esta finalidad, se

79



probaron modelos tetracoordinados (etiquetados con el nimero 4) con una coordinacion 2N20, y
otros pentacoordinados (etiquetados con el nimero 5) con un modo de coordinacién 2N201S, en
los cuales el ligando axial es un atomo de azufre de la Metl o Met5. Asi también, se evalu6 el
efecto de la conformacion del péptido (a, b, t y e, que indican conformacion alfa hélice, hoja beta,
giro y extendida, respectivamente) sobre la coordinacion del i6n metalico (Tabla 6.1). La Figura
6.4 muestra la distribucion energética de los ocho modelos que fueron evaluados, mientras que

los pardmetros geométricos y energéticos se enlistan en la Tabla 6.1.
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Figura 6.4. Diagrama energético de las estructuras tetra y pentacoordinadas del complejo Cu(I)-AS(1-6)
que fueron optimizados con el funcional PBE. Por claridad la mayoria de los atomos de hidrégeno no se

muestran.
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Tabla 6.1. Pardmetros geométricos de los modelos tetra y pentacoordinados del complejo Cu(Il)-AS(1-6)

optimizados con el funcional PBE. *

Modelo Longitud de  PBE Angulo PBE Frecuencia AE
enlace (A) (grados) (em™) (kcal/mol)
Cu-Nierm 2.06  Oy-Cu-Niem 100.3
CU.-N_Dz 1.93 Nterm-Cu-N’Dz 84.2
4a Cu-OCoo 1.99 N_Dz-Cu-Ocoo 96.7 6.7 0
Cu-Oy, 2.16  Ocoo-Cu-Oy 79.0

OW-Cu-N-Dz 173.8
Ocoo-cu-Nterm 177.5

Cu-Nierm 2.11  Oy-Cu-Nerm 95.7
CU.-N_Dz 1.98 Nterm-Cu-N’Dz 81.1
Cu-OCoo 2.02 N_Dz-Cu-Ocoo 94.1
Cu-Oy, 2.25  Ocoo-Cu-Oy 77.0
Sla cusy 253 OpCuSy 1059 9 248
SMl-Cu-N_Dz 108.4
Ocoo-cu-SM1 115.9
SMl-Cu-Nterm 83.9
Cu-Nierm 2.07  Ow-Cu-Niem 102.0
CU.-N_Dz 2.02 Nterm-Cu-N'Dz 80.2
Cu-OCoo 1.95 N_Dz-Cu-Ocoo 96.7
Cu-Oy, 2.30  Ocoo-Cu-Oy 82.3
SS1t Cu-Swmi 249  Oy-Cu-Swmi 110.3 8.6 291
SMl-Cu-N_Dz 119.7
Ocoo-cu-SM1 94.6
SMl-Cu-Nterm 84.4
Cu-Nierm 2.04  Oy-Cu-Niem 96.8
CU.-N_Dz 1.96 Nterm-Cu-N'Dz 83.8
Cu-OCoo 1.92 N_Dz-Cu-Ocoo 98.5
it cuo, 216  Ocoo-Cu-O, 794 100 571
Oy-Cu-Np2 168.8
Ocoo-cu- Nterm 171.8
Cu-Nierm 2.03  Oy-Cu-Niem 98.1
CU.-N_Dz 1.94 Nterm-Cu-N'Dz 854
Cu-OCoo 1.98 N_Dz-Cu-Ocoo 98.5
P cwo, 215 Ocoo-Cu-O, 820 39 993
OW-Cu-N-Dz 171.1
Ocoo-cu- Nterm 153.5
Cu-Nierm 2.06  Oy-Cu-Niem 106.0
Cu-N_Dz 2.02 Nterm-Cu-N'Dz 78.0
Cu-OCoo 2.00 N_Dz-Cu-Ocoo 95.9
SSIb- 0, 230  Ocoo-Cu-O, 834 14 1051
Cu—SM1 2.50 OW-Cu-SM1 107.1

SMl-Cu-N_Dz 125.1
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Ocoo-cu-SM1 93.7
SMl-Cu-Nterm 84.2

Cu-Nierm 2.04  Oy-Cu-Nierm 102.5
CU.-N_Dz 1.92 Nterm-Cu-N’Dz 834
Cu-OCoo 1.94 N_Dz-Cu-Ocoo 97.9
de Cu-Oy 2.21 Oco0-Cu-Oy, 81.4 3.9 18.63
OW-Cu-N-Dz 150.9
Ocoo-cu- Nterm 169.5
Cu-Nierm 2.03 Ow-Cu-Nierm 102.5
CU.-N_Dz 2.03 Nterm-Cu-N’Dz 80.1
Cu-OCoo 2.00 N_Dz-Cu-Ocoo 97.1
Cu-Oy 248  Ocoo-Cu-Oy 76.2
SSSE T CusSys 254 0,-Cu-Sws 86.2 13.7 31.39

SM5-C11-N_D2 140.4
Ocoo-cu-SMs 92.5
SM5-Cu-Nterm 92.5

* En la Tabla:

Nierm €S un nitrogeno proveniente del N-terminal

N'pz es un nitrégeno proveniente de la amida desprotonada del Asp2
Ocoo es un oxigeno proveniente de la cadena lateral del Asp2

Oy es un oxigeno proveniente de una molécula de agua

Swmi es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Metl

Swms es un azufre proveniente de la cadena lateral de la MetS

Los modelos 4a, 4b, 4t y 4e presentan una geometria de cuadrado plano, con dos enlaces con una
longitud > 2 A (Cu-Niem y Cu-O,,) y dos enlaces con una longitud < 2 A (Cu-N'p; y Cu-Ocoo).
En los modelos 5S1t, 5S1a, 5S1b y 5S5t, los cuales contienen un dtomo de azufre en la posicion
axial, las distancias de enlace ecuatoriales son mas grandes que en los modelos tetracoordinados,
y muestran geometrias tetraédricas o piramidal de base cuadrada. Entre los modelos de menor
energia (< 6 kcal/mol), dos de ellos son tetracoordinados (4a y 4t), y los otros dos contienen un
atomo de azufre de la Metl en la posicion axial (5S1ay 5S1t). En general, los modelos en los que
el péptido tiene conformacion de alfa hélice (a) o giro (t) exhiben energias menores que aquellos
modelos construidos con conformaciones de hoja beta (b) o extendidas (e). Unicamente fue
posible optimizar un modelo pentacoordinado con el azufre de la Met5 como ligando axial
(5S5t), el cual resulto ser el de mayor energia, > 30 kcal/mol.

En conjunto, estos resultados indican que los modelos con la coordinacion 2N20 y 2N201S, con

el azufre de la Metl como ligando axial, son energéticamente mas favorables, siempre y cuando
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la conformacion del péptido sea compacta (como en el caso de la conformacion tipo alfa hélice y
giro), mientras que, descartan la participacion del azufre de la Met5 como posible ligando axial.

En la Tabla 6.2 se enlistan los valores de los tensores g y A calculados para los 8 modelos bajo
estudio, asi como los valores experimentales, provenientes de una simulacion del espectro de
EPR del complejo Cu(II)-AS(1-6), previamente reportada.’® El modelo 5Sla es el tnico que
presenta valores dentro del rango de error aceptado (£ 0.03 ppm y + 50 MHz, para los valores gy

49-53

A, respectivamente), mientras que el modelo 4t, presenta un buen acuerdo con los valores

experimentales, excepto por el valor de g,.

Tabla 6.2. Parametros de £PR calculados a partir de las estructuras optimizadas de los modelos tetra y

pentacoordinados del complejo Cu(I1)-AS(1-6). *

Tensor g Tensor A
Modelo 8xx 8wy 444 Axx Ay Ay
4a 2.051 2.053 2.182 -5544  -65.19 -632.12
5Sla 2.050 2.054 2.220 -36.56 7497  -530.33
5S1t 2.017 2.112 2.189 -154.69 157.95 -471.34
4t 2.045 2.055 2.184 -25.05  -5931 -614.61
4b 2.030 2.032 2.181 -10.32  -72.86  -493.28
5S1b 2.023 2.106 2.192 109.90 -152.75 -505.62
4e 2.044 2.054 2.179 -40.53  -67.65 -607.70
5S5t 2.032 2.088 2.192 75.73  -113.44 -522.18
Experimental * 2.051 2.059 2.250 57.00 24.00 567.00

* Los tensores g y A fueron calculados con el funcional PBE(Q. Los componentes del tensor A son
reportados en MHz. Las estructuras estan enlistadas en orden ascendente de acuerdo a su energia relativa.

* Valores obtenidos de la simulacion del espectro de EPR, como se encuentran reportados en la referencia
36.

En general, también se observa que los modelos que contienen al azufre como ligando axial
exhiben valores g, mas cercanos a los valores experimentales, por lo tanto, la existencia de una
interaccion axial parece ser importante para modelar los pardmetros de EPR que presenta el
complejo de coordinacion de Cu(Il) en el sitio del N-terminal de la proteina AS.

El efecto de la interaccion axial fue estudiada con mas detalle en el modelo 4t, este modelo
presenta una geometria de cuadrado plano sin ningun tipo de interacciones axiales. A partir del
modelo 4t se construy6 el modelo 4ts en el que se incluyeron siete moléculas de agua alrededor

de la esfera de coordinacion, favoreciendo principalmente interacciones del ion metélico con las
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moléculas de agua en las posiciones axiales. Siguiendo la misma metodologia, el modelo 4ts fue
optimizado y se calcularon sus pardmetros de EPR. La Figura 6.5 muestra una comparacion entre
la geometria de la esfera de coordinacion del modelo 4t y una vez que las moléculas de H,O

fueron incluidas (4ts), asi como la adoptada en el modelo 5S1a.

4t 4ts 5S1a

Figura 6.5. (a) Vista lateral y (b) vista superior de la esfera de coordinacion de los modelos 4t, 4ts y 5S1a.

Como puede observarse, la interaccion axial de las moléculas de H,O en el modelo 4ts causa un
cambio en la geometria de la esfera de coordinacion, respecto al modelo sin moléculas de H,O
incluidas (4t). Esta pérdida en la planaridad es similar a la que se observa en los modelos que
incluyen un dtomo de azufre como ligando axial, por ejemplo en el modelo 5S1a. Por otro lado,
los parametros de EPR calculados a partir del modelo 4ts (Tabla 6.3), estan en buen acuerdo con
los valores reportados experimentalmente. Por lo tanto, la interaccion axial, ya sea de un ligando
azufre o de moléculas de H,O, es necesaria para completar la esfera de coordinacion y reproducir

los datos experimentales de EPR.
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Tabla 6.3. Pardmetros de EPR calculados a partir del modelo 4ts y su comparaciéon con los calculados

para los modelos 4ty 5S1a. *

Tensor g Tensor A
Modelo 8Bxx Syy 8z Asx Ay Az
4t 2.045 2.055 2.184 -25.05 -59.31 -614.61
4ts 2.050 2.053 2.225 -45.32 -40.41  -593.65
5S1a 2.050 2.054 2.220 -36.56 74.97  -530.33
Experimental * 2.051 2.059 2.250 57.00 24.00 567.00

* Los tensores g y A fueron calculados con el funcional PBE(Q. Los componentes del tensor A son
reportados en MHz. * Valores obtenidos de la simulacion del espectro de EPR, como se encuentran
reportados en la referencia 36.

En conjunto, los calculos de estructura electrénica en el complejo Cu(Il)-AS(1-6), indican que la
interaccion axial es necesaria para reproducir los valores de los pardmetros de EPR, asi, es
posible que el azufre de la Metl este interactuando axialmente con el Cu(Il), aunque el modo de
coordinaciéon 2N20 no puede ser descartado, ya que moléculas de solvente pueden realizar una
accion similar sobre la esfera de coordinacion que la del azufre en la posicion axial. Por lo tanto,
el sitio de coordinacién de Cu(Il) en el N-terminal de la proteina AS puede ser una mezcla de los

modos 2N20 y 2N2018S.

6.2.2. Coordinacion de Cu(l) al N-terminal de la proteina AS.

Una vez confirmada la esfera de coordinacion ecuatorial en el complejo Cu(Il)-AS(1-6) y
elucidado el papel de las metioninas 1 y 5 en la coordinacion del metal, se procedioé a estudiar la

naturaleza de la esfera de coordinacion del Cu(I) en el mismo sitio de la proteina por medio de

XAS'y DFT.

85



6.2.2.1. Caracterizacion del complejo Cu(I)-AS en el sitio del N-terminal de la proteina por

medio de espectroscopia de absorcion de rayos X.

Estudios precedentes de NMR indican que el sitio de mayor afinidad de Cu(I) en la proteina AS
se encuentra en el N-terminal. Por medio de la misma técnica se han identificado a la Metl y
Met5 como los principales ligandos, (seccion 6.1.3 de esta Tesis). Debido a que el Cu(I) es una
especie diamagnética, técnicas como el EPR no se pueden utilizar para describir la coordinacion
del sitio. Por este motivo, la espectroscopia de absorcion de rayos X, resulta muy util y nos puede
dar informacion valiosa para describir la esfera de coordinacion alrededor del Cu(l).

Para evaluar la coordinacion de Cu(I) en el sitio del N-terminal de la proteina AS, se prepararon
los complejos Cu(I)-ASHS50A, (ASH50A, es la proteina AS con una Ala en la posicion 50,
remplazando la His) y Cu(I)-AS(1-6), a partir de la reduccion con ascorbato de los complejos
Cu(II)-ASH50A y Cu(II)-AS(1-6). Usar la proteina ASH50A permitio estudiar solo el sitio de
coordinacion del N-terminal, mientras que el uso del fragmento AS(1-6) ayuda a corroborar si el
sitio de coordinacién del N-terminal se encuentra en los primeros seis residuos de la proteina,
como fue propuesto anteriormente. **

La Figura 6.6 muestra los espectros de EPR de los complejos Cu(II)-ASH50A y Cu(I1)-AS(1-6) a
pH 6.5 (lineas s6lidas). Como se puede ver, el complejo de coordinacion de Cu(Il) formado con
el péptido AS(1-6), reproduce el espectro del complejo formado en la proteina ASHS0A,
indicando que el i6n metélico esta coordinado en el sitio del N-terminal de la proteina y que
involucra solo los primeros seis residuos. Los pardmetros g, y A, obtenidos de los espectros son:
2.25 y 180 G (567 MHz), respectivamente. Estos resultados reproducen los valores reportados
anteriormente para este sistema.’® Después de su reducciéon con ascorbato la cuantificacion de
espin de los espectros de EPR de los complejos reducidos (lineas punteadas) indica una reduccion

> 95 %.
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Figura 6.6. Espectros de EPR de los complejos Cu(Il)-ASH50A y Cu(I)-AS(1-6) (lineas solidas) y
después de adicionar 100 equivalentes de ascorbato en condiciones anaerdbicas (lineas punteadas) a pH

6.5. La cuantificacion de espin muestra menos del 5 % de Cu(Il) en los complejos reducidos.

Los complejos reducidos fueron estudiados por XAS. La Figura 6.7 muestra el Cu K-edge,
XANES, EXAFS y la transformada de Fourier del EXAFS de los complejos Cu(I)-ASHS0A y
Cu(I)-AS(1-6) a pH 6.5. El espectro XANES muestra la sefial a 8984 eV caracteristica de
complejos de Cu(I), corroborando que el Cu se encuentra en su estado reducido.

Ambos complejos Cu(I)-ASHS50A y Cu(I)-AS(1-6) muestran espectros muy similares. Respecto a
los espectros XANES (Figura 6.7, A), en ambos se observa la forma caracteristica de complejos
de Cu(l) tetracoordinados. Por otro lado, la similitud en los espectros de EXAFS y su
transformada de Fourier (Figura 6.7, B y C indican que la esfera de coordinacion, esto es, el tipo
de ligandos y la distancia a la que se encuentran del i6n metalico, es muy similar en ambos
complejos. Por lo tanto, podemos concluir que el fragmento AS(1-6) contiene todos los
elementos necesarios para reproducir la coordinacion de Cu(l) en el sitio de mayor afinidad de la

proteina AS.
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Figura 6.7. Espectros XANES (A), EXAF'S (B) y transformada de Fourier del EXAFS (C) de los complejos
Cu(I)-ASHS50A (linea negra) y Cu(I)-AS(1-6) (linea azul) a pH 6.5.

Los parametros de los mejores ajustes de los datos de EXAF'S se muestran en la Tabla 6.4. Para
ambos, el mejor ajuste se obtiene con un complejo tetracoordinado que incluye dos enlaces Cu(l)-
S a235y2.33 A ydos enlaces Cu(I)-N/O a 2.16 y 2.11 A para los complejos Cu(I)-ASH50A y
Cu(I)-AS(1-6), respectivamente. Las diferencias entre las distancias de enlace obtenidas en
ambos ajustes caen dentro del error experimental de la técnica, por lo tanto, podemos decir que el
complejo de Cu(I) formado con el fragmento AS(1-6) representa al complejo formado en el N-
terminal de la proteina AS.

En resumen, los datos de X4S confirman la participacion de los grupos tioéter de la Metl y Met5
en la coordinacion de Cu(l) en el sitio del N-terminal de la proteina AS, ademas, nos indican la

existencia de otros dos ligandos que pueden ser oxigeno o nitrégeno.

Tabla 6.4. Ajustes de los espectros EXAF'S de los complejos Cu(I)-ASHS50A y Cu(I)-AS(1-6).

Complejo Coord Distancia (A) Fa BVS
2 Cu-N/O 2.16

Cu(-ASHS0A 5 V"¢ 3 3s 0282 1.022
2 Cu-N/O 2.11

Cu(l)-AS(1-6) 5 g . 0252 1.130
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6.2.2.2. Modelado de los complejos Cu(I)-AS(1-6) usando calculos de estructura electrénica.

Para obtener la descripcion completa del sitio de coordinacion de Cu(l) en el N-terminal de la
proteina AS, se realizaron calculos Restricted Kohn-Sham (RKS) en una serie de modelos usando
el fragmento AS(1-6). En todos los modelos, el estado de oxidacion fue dispuesto como Cu(l) y,
basandonos en la informacion experimental, los atomos de azufre pertenecientes a la Metl y
Met5 fueron incluidos en la esfera de coordinacion. Por otro lado, también fue evaluado el efecto
del nimero de ligandos sobre la coordinacion del i6n metalico, esto es, se incluyeron modelos bi,
tri y tetracoordinados.

La coordinacion de cada modelo se encuentra detallada en la Tabla 6.5. Como punto de partida se
construyd el modelo bicoordinado 2S, el cuadl, tras el proceso de optimizacion, reclutd al oxigeno
de la cadena lateral del Asp2 (Ocoo) y termind como una estructura tricoordinada (2SOcoo). Por
otro lado, dentro de las estructuras tricoordinadas, fueron evaluados los modelos 2SOy, 2SOcoo ¥
2SNierm, los cuales incluyen como tercer ligando una molécula de H>O (Oy,), el oxigeno de la
cadena lateral del Asp2 (Ocoo) y el nitrogeno del N-terminal (Nierm), respectivamente. Dentro de
estos modelos, el 2SOy y 2SOcoo mantienen la misma coordinaciéon después del proceso de
optimizacion, mientras que el modelo 2SN recluta un nuevo ligando, un oxigeno proveniente
del grupo carbonilo de la Metl (Ocomi) y termina como un modelo tetracoordinado
2SNermOcomi. Por ultimo, en los modelos tetracoordinados se evaluaron las estructuras
2SNermOw, 2SNiermOcoo ¥ 2SOwOcoo. En ellas, el tercer y cuarto ligando son una combinacion
de Niem, Ow ¥ Ocoo. En estos modelos, se mantuvo la coordinacion inicial después de la
optimizacion. El Niem, Ow y Ocoo se eligieron como posibles ligandos en la coordinacion de
Cu(I) debido a que estos participan en la coordinacion de Cu(Il) en el mismo sitio. Por lo tanto,
podria esperarse que representen a los mejores candidatos para los dos ligandos N/O de Cu(l),
que de acuerdo a los datos obtenidos por XAS, estan presentes en la esfera de coordinacion.

De acuerdo a la experiencia obtenida al trabajar sistemas similares (seccion 4.2.6.4 de esta Tesis),
una vez optimizados los modelos se incluyeron explicitamente seis moléculas de H,O alrededor
de la esfera de coordinacion y se reoptimizaron las estructuras con la misma metodologia. Asi,
los resultados que se muestran a continuacion incluyen el efecto de solvatacion explicita sobre la

esfera de coordinacion.

89



Tabla 6.5. Modelos construidos para el complejo Cu(1)-AS(1-6).

Estructura Tercer Cuarto Estructura
inicial ligando ligando final

28 2S0coo
2SO0y Oy 2SO0y
2S0c¢o0 Ocoo 2S0c¢o0
2 SNterm Ntenn 2 SNterm OCOMI
2SNterm()w Ntenn Ow 2SNterm()w
2SNtermOcoo  Nierm Ocoo 2SN¢ermOcoo
2SOWOCOO OW OCOO 2SOWOCOO

Las seis diferentes estructuras obtenidas usando la metodologia OPBE/TZVP/GEN-A2 (seccion
10, Materiales y Métodos), que incluyen seis moléculas de H,O explicitas alrededor de la esfera
de coordinacion, se muestran en la Figura 6.8 y sus pardmetros geométricos y energéticos se

listan en la Tabla 6.6.
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Figura 6.8. Diagrama energético de los modelos del complejo Cu(I)-AS(1-6), que incluyen seis moléculas
de H,O alrededor de la esfera de coordinacion. La optimizacion se realizé6 con OPBE/TZVP/GEN-A2. Por

claridad, la mayoria de los 4&tomos de hidrégeno no se muestran.
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De los seis modelos bajo estudio, los que tienen cuatro ligandos (2SNiermOcoo, 2SNiermOw,
2SNtermOcomi ¥ 2S0wOcoo0) son los que presentan una menor energia, en comparacion a los
modelos tricoordinados (2SOcoo y 2SOy). Més aln, es de resaltar que aquellos modelos que
contienen al N-terminal como ligando presentan las energias mas bajas dentro de toda la serie
(entre las primeras 6 kcal/mol). Por lo tanto, energéticamente, este estudio indica que la forma
tetracoordinada del complejo Cu(I)-AS(1-6) es mas estable, respecto a modelos tricoordinados, y
que el N-terminal puede ser un ligando de Cu(I) en este complejo.

Por otro lado, cuando analizamos las distancias de enlace obtenidas en los modelos estudiados
(Tabla 6.6), podemos observar que cuando se incluyen los efectos de solvatacion explicita se
obtienen distancias Cu(I)-S mas cercanas a los valores experimentales (Columna 3 y 4 de la
Tabla 6.6). Este efecto ya se habia observado anteriormente con el sistema Cu(I)-PrP(106-115)
(seccion 4.2.6.4 de esta Tesis). También, se observa que en los modelos tricoordinados, al tener
solo tres ligandos, las distancias de enlace son mas cortas en comparacion con las obtenidas en
los modelos tetracoordinados, contrastando con los valores de distancias de enlace provenientes
de los datos experimentales (Tabla 6.3). En resumen, los modelos tricoordinados, ademés de no
ser favorables energéticamente, tampoco presentan longitudes de enlace cercanas a las
experimentales. Por lo tanto se puede descartar a las estructuras tricoordinadas como candidatos
para representar el modelo Cu(I)-AS(1-6).

En cambio, dentro de las estructuras tetracoordinadas, el modelo 2SNiemOcoo, ademas de ser
energéticamente favorable, presenta distancias de enlace (2 Cu-S 2 2.33 Ay 2 Cu-N/O a 2.12 A)
que estan en excelente acuerdo con las distancias experimentales (2 Cu-S a 2.33 A y 2 Cu-N/O a
2.11 A). Asi pues, se propone que el mejor modelo que representa el complejo Cu(I)-AS(1-6) es
aquel que contiene en su esfera de coordinacion los dos atomos de azufre de la Metl y Met5, el

nitrégeno del N-terminal y un 4tomo de oxigeno proveniente del grupo carboxilato del Asp2.
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Tabla 6.6. Parametros estructurales y energéticos de los modelos del complejo Cu(I)-AS(1-6), generados
por la optimizacion geométrica con OPBE/TZVP/GEN-A2. AE es la energia relativa en kcal/mol. Las
distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 2 Cu-S a2.33 Ay 2 Cu-N/O a 2.11
A (Tabla 6.4).*

Modelo Ligandos OPBE OPBE Promedio OPBE AE en OPBE

(6 H,0) (6 H,0) (6 H,0)
CuSu; 233 234
2SNemOcoo M 231 232 25— 2.330 0.00
Cu-Nier 2.15 215 o )
Cu-OCoo 2.09 2.11 ’
Cu-Sy, 207 2.30
Cu-Sys 2.8 2.29 28— 2295
28NemOw o N 211 208  2N/O— 2.190 1.30
Cu-O, 226 2.30
Cu—SM1 2.27 2.31
Cu-Sys 2.4 228 28— 2.295
28NiemOcomt - N 2.14 215  INIO— 2.130 >.49
Cu—OCOM1 2.14 2.12
Cu—SM1 2.25 2.28
Cu-Sys 226 2.29 28— 2285
280w0co0 (- o 2.3 225 20— 2.245 9.46
Cu-OCoo 2.20 2.24
Cu—SM1 2.26 2.27
250c00 Cu-Swis 223 225 oS 2 1151
Cu-Ocoo  2.04 2.03 :
Cu—SM1 2.24 2.26
250, Cu-Suis 220 225 2T 2 14.02
Cu-O, 2.06 2.07 :

* En la Tabla:

Nierm €S un nitréogeno proveniente del N-terminal

Ocoo es un oxigeno proveniente de la cadena lateral del Asp2
Oy es un oxigeno proveniente de una molécula de agua
Ocomi €s un oxigeno proveniente del carbonilo de la Metl
Swmi es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Metl
Swms es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Met5
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6.2.2.3. Calculo de la energia de reorganizacion de esfera interna asociada a la reduccion del

complejo de Cu en el sitio N-terminal de la proteina AS.

Una vez que se obtuvo el panorama completo de la coordinacion de Cu(Il) y Cu(l) en el sitio del
N-terminal de la proteina AS se realizé el calculo de la energia de reorganizacion de esfera
interna (ver seccion 10, Materiales y Métodos) asociada a la reduccion de estas especies. En este
calculo se usaron las estructuras de Cu(Il) y Cu(l) obtenidas en las secciones 6.2.1 y 6.2.2.2,
incluyendo a: 5S1a, con modo de coordinacion 2N201S; 4a, con el modo de coordinacion 2N20,
como modelos del complejo de Cu(Il) y la estructura 2SNie;mOcoo como modelo del complejo de
Cu(D).

La Tabla 6.7 muestra los valores de las energias de reorganizacion de esfera interna calculadas
para cada par de modelos. Para las estructuras Cu(II)-2N20 y Cu(I)-1N102S, la energia
calculada A; es 1.60 eV, mientras que, cuando se uso la estructura Cu(I1)-2N201S, que contempla

una interaccion axial del azufre de la Metl, la energia calculada es de 1.58 eV.

Tabla 6.7. Energias de reorganizacion (A;) para el complejo de Cu(Il) y Cu(l) en el sitio N-terminal de la

proteina AS.
ID Estructura Energia (a.u.) Ai(a.u) Ai(eV)
Eox(Redgeom) Cu(I)-1IN102S -4881.563642
Eox(OXgeom)  Cu(I)-2N20 -4882.610209 0.059075 1.60
Ered(OXgeom)  Cu(I)-2N20 -4882.802402
Ered(Redgeom) Cu(I)-1N102S -4881.873986
Eox(Redgeom) Cu(I)-1N102S -4881.563642
Eox(OXgeom)  Cu(Il)-2N201S -4881.590363 0.058236 158
Ered(OXgeom)  Cu(I)-2N201S -4881.764535
Ered(Redgeom) Cu(I)-1N102S -4881.873986

Como podemos observar, independientemente de que el complejo de Cu(Il) solo este coordinado
ecuatorialmente por ligandos N/O (Cu(II)-2N20), o contenga la interaccion del azufre de la Metl
como parte de la esfera de coordinacion (complejo Cu(Il)-2N201S), la energia de reorganizacion
asociada a la reduccion es muy similar. Si analizamos lo que pasa en cada proceso, globalmente,
en el primer caso (Cu(Il)-2N20 a Cu(I)-1N102S) dos ligandos, el Npyo y Oy, se intercambian
por los dos ligandos Sm; y Swms. A diferencia de esto, en el segundo caso, (Cu(Il)-2N201S a
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Cu(I)-1N102S), se debe reclutar al azufre proveniente de la Met5 (Sus) y sacar los mismos dos
ligandos (N'p2o y Oy) de la esfera de coordinacion. Estos resultados nos indican que el mayor
gasto energético asociado al rearreglo de los ligandos en la especie de Cu(l) es el reclutamiento
de la MetS5. Esto es congruente con lo obtenido en la seccion 6.2.1, en donde se observo que las
estructuras de Cu(Il) con coordinacion 2N20 y 2N201Sy; mantienen una energia relativa muy
similar, mientras que la inclusion del azufre de la Met5 en la esfera de coordinacion, modelo
2N201Sws, representa un gasto energético mayor. La energia de reorganizacion es un parametro
importante que, aunado al AG® de la reaccion, describe la reactividad que un sistema puede tener.
De esta forma, el valor de A; que se calcul6 en esta seccidn servird para analizar la reactividad de

este sistema en la seccidon 6.3.

6.2.2.4. Evaluacion del efecto de la acetilacion del N-terminal en la proteina AS sobre la

coordinacion de Cu(l).

Como se menciono al final de la seccion 6.1.3, reportes recientes han planteado que la proteina
AS se encuentra acetilada en el amino terminal. Teniendo esto en cuenta, se utilizo la técnica de
espectroscopia de absorcion de rayos X, en combinacion con calculos de estructura electronica,
para evaluar el efecto que la acetilacion produce sobre la coordinacion de Cu(]) en el sitio del N-

terminal.

6.2.2.4.1. Espectroscopia de absorcion de rayos X del complejo Cu(l)-AcASH50A y Cu(l)-
AcAS(1-6).

Para esta evaluacion se usé la proteina AcASHS0A, que es la proteina AS acetilada en el N-
terminal y con un residuo de Ala en la posicion 50, remplazando a la His50. Del mismo modo, se
uso el péptido AcAS(1-6), que es el fragmento de los primeros seis residuos de la proteina AS
con el N-terminal acetilado. De este modo, nos aseguramos de obtener informacién del sitio de
Cu(I) del N-terminal y podemos comparar los resultados con los obtenidos previamente con la
proteina sin acetilar.

Los complejos Cu(I)-AcASHS0A y Cu(I)-AcAS(1-6), fueron preparados en un ambiente

anaerobico a partir de la mezcla de Cu(Il) con la proteina o el péptido y ascorbato (ver seccion
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10, Materiales y Métodos). La Figura 6.9 muestra los espectros de EPR iniciales (lineas sélidas) y
después de la reduccion (lineas punteadas). En este caso, el complejo Cu(I)-AcASH50A muestra
los valores g, y A, de 2.36 y 140 G, respectivamente, estos valores nos indica que el complejo de

33 yva que el grupo

Cu(II) presente corresponde al identificado en el C-terminal de la proteina,
NH; se encuentra bloqueado y no esta presente la His50. Por otro lado, el espectro obtenido con
Cu(Il) y el fragmento AcAS(1-6) muestra las sefales caracteristicas de Cu(Il) en solucion
(asteriscos). Esto indica que, cuando el N-terminal se encuentra bloqueado no se forma el
complejo Cu(Il)-péptido a pH 6.5. Después de llevar a cabo la reduccion con ascorbato, los
espectros de EPR no muestran sefiales de Cu(Ill) (~ 5 % de Cu(Il) residual, segin la

cuantificacion de espin).

A, ~140 G, g, ~ 2.36

[T T ]

AcASH50A i /\ e

ACAS(1-6) slleerurmimmcaZonPoil

L . L s s A
2600 2800 3000 3200 3400 3600

Campo (G)
Figura 6.9. Espectros de EPR del complejo Cu(II)-AcASHS0A (sitio de Cu(Il) en el C-terminal) y de la
muestra del péptido AcAS(1-6) con Cu(Il), antes (lineas solidas) y después de adicionar 100 equivalentes
de ascorbato en condiciones anaerdbicas (lineas punteadas). En el caso del péptido acetilado, los asteriscos
indican sefiales tipicas de Cu(Il) en solucion. La cuantificacién de espin de las muestras reducidas con

ascorbato muestra menos del 5 % de Cu(Il) remanente.

Una vez obtenidas las especies de Cu(I), se llevo a cabo un estudio de las mismas por medio de
XAS. La Figura 6.10 muestra una comparacion de los espectros de XAS de los complejos Cu(l)-
AcASHS50A y Cu(I)-AcAS(1-6), y sus contrapartes no acetiladas, Cu(I)-ASH50A y Cu(I)-AS(1-

6). Cabe resaltar que en las muestras acetiladas (espectros rojo y naranja) aunque no se parte del
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complejo de Cu(Il) en el sitio del N-terminal (como lo demuestra el EPR, Figura 6.9), se llega a
un complejo de Cu(l) ubicado en el N-terminal de la proteina, esto ha sido previamente
observado en experimentos seguidos por NMR.>

Las secciones A, B y C de la Figura 6.10 muestran la comparacion de los complejos Cu(l)-
ASHS50A y Cu(I)-AcASHS50A, como se puede observar, aunque los espectros se ven parecidos,
existen ligeras diferencias en la intensidad del espectro EXAFS. De la misma forma, cuando se
comparan los complejos de Cu(I) formados con el fragmento AS(1-6) y su equivalente acetilado
(Figura 6.10 D, E y F) las diferencias en la intensidad persisten. Cuando el N-terminal esta libre,
los célculos de estructura electronica apuntan a que el grupo amino participa como ligando del
complejo de Cu(l) (seccion 6.2.2.2), en consecuencia podemos inferir que las diferencias que
exhiben los espectros de los complejos usando las formas con el N-terminal libre, con respecto a
las acetiladas, podrian deberse exclusivamente a la participacion (o falta de ella) del N-terminal

en el complejo de coordinacion.

] 3

3'A c

N 4 16

Bos| % L f

E PR & T 12

2 0s 2 of 2

5 Z Eu

g“ Cu(l)-ASH50A Wz p 2

é’“ Cu(l)-AcASH50A A o4
o b .6 = NN
8970 980 #3990 9000 9010 $020 2 4 ] [ 0 1z 0 1 3 4 s ¢

Energia (eV) K(A™") R (A)

g 6

é 1 D 7 P~ - “"'m.____‘_; 4 E » Y . . 16 F

§ 0.8 j < 5t ‘J/\‘ /‘1 \ (-\ ahr [‘;\ ; s

Sosf » /gl \ \ | 2

5 2R/ | | 'W(“r”kg‘“

Boat [ cu(l)-As(1-6) @2 ) \') W | s

g 02 / Cu(l)-AcAS(1-6 4 | v o4

2™ J Cu(l)-AcAS(1
8970 €930 3990 3000 9010 s020 °z 4 [ 0 0 12 o 1 2 3 4 5 6

Energia (eV) KA R (A)

Figura 6.10. Espectros XANES (A y D), EXAFS (B y E) y transformada de Fourier del EXAFS (C y F) de
los complejos Cu(I)-ASH50A (negro), Cu(I)-AcASH50A (rojo), Cu(I)-AS(1-6) (azul) y Cu(I)-AcAS(1-6)
(naranja) a pH 6.5.

Por el contrario, cuando se comparan los espectros de los complejos de Cu(I) con las formas
acetiladas (Figura 6.11) observamos que los espectros practicamente se superponen. Por lo tanto,
podemos deducir que el complejo de Cu(l) en el sitio del N-terminal con la proteina acetilada

puede reproducirse con los primeros seis residuos, siempre y cuando el N-terminal esté acetilado.
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Figura 6.11. Espectros XANES (A), EXAFS (B) y transformada de Fourier del EXAFS (C) de los
complejos Cu(I)-AcASH50A (rojo) y Cu(I)-AcAS(1-6) (naranja) a pH 6.5.

Los parametros del mejor ajuste de los datos del EXAF'S para el complejo Cu(I)-AcAS(1-6) se
muestran en la Tabla 6.8. El mejor ajuste se obtiene con un complejo tetracoordinado que incluye
dos enlaces Cu-S a 2.36 A y dos enlaces Cu-N/O a 2.16 A; estos valores son muy parecidos a los
obtenidos con las especies sin acetilar (Tabla 6.4). Estos resultados sugieren que la naturaleza de
los dos enlaces Cu(I)-S no se ve afectada por la acetilacion; por tanto, las diferencias encontradas
entre las muestras acetiladas se deben a la naturaleza de los ligandos N/O, especificamente a la

capacidad de coordinacion del grupo amino en su forma acetilada.

Tabla 6.8. Ajuste del espectros EXAF'S del Cu(I)-AcAS(1-6).

Complejo Coord R(A) F, BVS
Cu(I)-AcAS(1-6) ; gﬁ:lswo ;;2 0214  1.006

6.2.2.4.2. Cadlculos de estructura electronica del complejo Cu(1)-AcAS(1-6).

La capacidad de coordinacion del grupo amino acetilado en los complejos de Cu(l) fue probada
mediante célculos de estructura electronica. Para esto se utilizaron como punto de partida las
estructuras tetracoordinadas 2SNiermOc00, 2SNiermOw, 2SNiermOcomi ¥ 2S0wOcoo, previamente
optimizadas. En éstas se incluyd el grupo acetilo en el amino terminal y se optimizaron
nuevamente. Las estructuras iniciales y finales de estos cuatro modelos se muestran en la Figura
6.12. Como se puede observar los tres modelos que inicialmente tenian al grupo amino como
ligando, ademas de presentar una energia mayor después de la optimizacion, no conservan la
coordinaciéon del grupo amino y terminan como estructuras tricoordinadas. Por lo tanto, a partir
de estos calculos, podemos concluir que el N-terminal acetilado no es un buen ligando para Cu(I)

en el complejo Cu(I)-AcAS(1-6). Asi mismo, es evidente que a falta de otro ligando que
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provenga de un dtomo de nitrégeno, los dos ligandos N/O detectados por XAS, deben ser una
combinacion de dos atomos de oxigeno. Sin embargo, el modelo 2SO;,Ocoo, aunque mantiene la
coordinacién 1inicial, exhibe distancias de enlace que no concuerdan con los valores
experimentales (2 Cu(I)-S a 2.26 A, 1 Cu(I)-Ocoo a 2.15 A y 1 Cu(I)-O,, a 2.37 A). Los enlaces
cortos Cu(I)-S pueden ser producto de que el enlace Cu(I)-O,, es muy largo, comportandose mas
como una estructura tricoordinada que tiene una interaccion con una molécula de agua. Asi, una
molécula de agua tampoco parece ser un ligando adecuado para este sistema. Por estas razones es
necesario evaluar otros ligandos oxigeno que provengan de los grupos carbonilo, en combinacion

con el oxigeno de la cadena lateral del Asp2.

2SOWOC00 2SNtermOCOO 2SNtermOCOMl 2SNlermow
& )("s. 4 % \) ’\I A J/\(y
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Figura 6.12. Modelos iniciales en los que fue afadido el grupo acetilo en el N-terminal (A) y después de
reoptimizarse (B). La energia relativa de los modelos optimizados se muestra para cada caso.

De acuerdo a lo anterior, se construyeron los modelos 2S20¢oac, 2S20com1 ¥ 2S20c¢op2. En estos
tres modelos se mantienen los dos grupos tioéter y el oxigeno de la cadena lateral del Asp2 como
ligandos de Cu(I). Para el cuarto ligando se probaron los atomos de oxigeno de los grupos
carbonilo provenientes del grupo acetilo del N-terminal y de los enlaces peptidicos de la Metl y
del Asp2 (Ocoacs Ocomi Y Ocopa, respectivamente). En la Tabla 6.9 se enlistan los resultados
obtenidos; se muestran los parametros geométricos, energéticos, asi como las tres estructuras bajo
estudio. Como se puede observar, el modelo 2S20¢omi, ademds de presentar la energia mas alta
del grupo, optimiza como una estructura tricoordinada. Por otro lado, el modelo 2S2O¢opy,

presenta enlaces Cu(I)-S (2.325 A) maés cortos que los reportados experimentalmente (2.36 A),
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ademds también tiene un enlace corto Cu(I)-O a 2.01 A, que no concuerda con los valores
experimentales. En contraste, el modelo 2S20¢0a.., ademas de ser el de menor energia, presenta
distancias de enlace Cu(I)-S y Cu(I)-O en buen acuerdo con las distancias experimentales.

Por lo tanto, se propone que cuando el N-terminal se encuentra acetilado, éste no puede participar
como ligando de Cu(l), siendo remplazado por el carbonilo del mismo grupo acetilo, mientras
que los otros tres ligandos identificados Smi, Sms ¥ Ocoo se mantienen en la esfera de

coordinacion.
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Tabla 6.9. Pardmetros estructurales y energéticos de los modelos del complejo Cu(I)-AcAS(1-6),

generados por la optimizacion geométrica con OPBE/TZVP/GEN-A2. AE es la energia relativa en

kcal/mol. Las distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 2 Cu-S a 2.36 Ay 2

Cu-N/Oa2.16 A (Tabla 6.8).*

OPBE Promedio AE en
Modelo Ligandos OPBE (6 H,0) OPBE OPBE
’ (6 H,0) (6 H;0)
& -
? \
Y\ Cu-Smi 2.30 2.33
- Vg Cu-Swms 2.32 2.35 2S - 2.340 0.00
Cu-Ocoo 2.13 2.14 20— 2.130 )
Cu-OCOaC 2.11 2.12
Cu-Sm 2.29 2.31 2S_ 2325
Cu-SM5 2.31 2.34
10— 2.130 5.30
Cu-OCoo 2.10 2.12 10— 2.010
Cu-OCODz 2.03 2.02 ’
Cu-SM1 2.28 2.26
Cu-Swy;s 2.29 2.28 2S - 2.270 9,30
Cu-Ocoo 1.99 2.01 10— 2.040 )
Cu-OCOM1 2.30 3.64

2S20com1

* En la Tabla:

Ocoo es un oxigeno proveniente de la cadena lateral del Asp2

Ocomi €s un oxigeno proveniente del carbonilo de la Metl
Oconz €s un oxigeno proveniente del carbonilo del Asp2
Swmi es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Metl
Swms es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Met5
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6.3. Discusion

La coordinacion de Cu(Il) en el sitio del N-terminal de la proteina AS ha sido estudiada
ampliamente mediante diversas técnicas espectroscopicas. Por medio de CD y EPR, se han
identificado los ligandos ecuatoriales que participan en la coordinacion del ion metalico.” Sin
embargo, la participacion de las metioninas 1 y 5 como posibles ligandos axiales atin estaba por
evaluarse. En este trabajo, mediante célculos de estructura electronica, se evaluaron varios
modelos tetra y pentacoordinados para describir de forma completa el sitio de coordinacion de
Cu(Il). Para poder obtener una fuente de comparacion con los resultados experimentales también
se calcularon los parametros de EPR en los modelos estudiados. Los resultados presentados en
esta Tesis demostraron que energéticamente los modelos tetracoordinados y aquellos en los que
participa el azufre de la Metl como ligando axial son mas estables. De la misma forma, se
demuestra que la participacion del azufre de la Met5 como ligando axial no es favorable (su
coordinacién representa un costo energético de ~ 30 kcal/mol), por lo tanto se puede descartar a
la Met5 como ligando axial de Cu(Il). Por otro lado, se demostré que para reproducir los valores
experimentales de EPR es necesario incluir la interaccion axial, ya sea con el azufre de la Metl o
con moléculas de H,O. Por tanto, el complejo de Cu(Il), ademas de tener ecuatorialmente un
modo de coordinacion 2N20, necesita una interaccion axial que puede provenir del atomo de
azufre de la Metl. Esto daria lugar a un complejo Cu(I)-2N201S en el sitio del N-terminal de la
proteina AS.

La coordinacion de Cu(Il) en la proteina AS ha sido ampliamente estudiada. A la fecha se tiene
una descripcion muy detallada de la naturaleza de los complejos formados con Cu(Il), sin
embargo, la coordinacion del i6n Cu(I) no se ha estudiado con el mismo detalle. En este trabajo
se utilizé la espectroscopia de absorcion de rayos X, en combinacion con calculos de estructura
electronica, para obtener informacion estructural del complejo de Cu(l) en el sitio de mayor
afinidad de la proteina AS. Por medio de XA4S, se demostrd6 que a pH 6.5 en el sitio del N-
terminal de la proteina AS se forma un complejo de Cu(]) tetracoordinado cuyos ligandos son los
grupos tioéter de la Metl y Met5, asi como otros dos ligandos N/O. La participaciéon de ambas
metioninas en la coordinacién de Cu(l) fue propuesta previamente mediante NMR,* en este
trabajo hemos corroborado dicha interaccion. Por otro lado, un estudio reciente realizado por

Riccardo De Ricco et al., a partir de datos de XAS, propone que a pH 7.5 el complejo Cu(I)-AS(1-
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15) tiene en su esfera de coordinacion dos enlaces Cu(I)-S a 2.294 A y otros dos enlaces Cu(I)-
N/O a 1.92 A.* Si se analizan los resultados previamente publicados por De Ricco con los
descritos en esta Tesis, es claro que hay una concordancia en el nimero de ligandos en la esfera
de coordinacion de Cu(l), esto es, que el complejo reducido muestra un ambiente
tetracoordinado. También, en acuerdo con los estudios anteriores, tanto por NMR como por XAS,
los resultados aqui descritos muestran que las metioninas 1 y 5 participan como ligandos del
complejo de Cu(I). Sin embargo, respecto a las distancias de enlace reportadas por De Ricco y las
presentadas en este trabajo (2 Cu-S a 2.33 A y 2 Cu-N/O a 2.11 A, Tabla 6.4), existen ligeras
diferencias. Estas diferencias pueden ser explicadas si se considera el pH usado en cada estudio;
en los datos reportados por De Ricco el pH usado fue de 7.5, mientras que este estudio se llevo a
acabo a pH 6.5. Como fue demostrado en la seccion 4.2 de esta Tesis y en reportes anteriores,” la
coordinacién de los grupos tioéter de los residuos de metionina a Cu(I) es altamente dependiente
del pH. Los resultados descritos a pH 7.5 podrian presentar contribuciones de especies presentes
a pH alto. En este trabajo, para asegurar la caracterizacion de una sola especie y evitar la
presencia de complejos de Cu(I) con uno y dos azufres en la esfera de coordinacion, los
experimentos fueron realizados a pH 6.5. También, considerando que la proteina AS se encuentra
en el citosol, cuyo pH es ~ 7, las especies formadas a pH mas alto podrian no ser relevantes en el
ambiente intracelular. Otro aspecto importante que se debe resaltar, es que en el estudio
publicado por De Ricco, se proponen dos oxigenos, provenientes del carboxilato del Asp2 y de
una molécula de H,O, como los ligandos que completan la esfera de coordinacion del complejo
Cu(I)-AS(1-15) a pH 7.5, sin embargo, no se muestra ninguna evidencia de que estos ligandos
sean los que participan en la coordinacion del id6n metalico. En el presente trabajo, mediante
calculos de estructura electrdnica, se identificd al grupo amino terminal y al oxigeno del grupo
carboxilato del Asp2 como los otros dos ligandos de la esfera de coordinacion (Figura 6.13). La
posibilidad de que la molécula de H,O, u otros ligandos, participaran en la coordinacion de Cu(l)
fueron descartados por criterios energéticos y geométricos (seccion 6.2.2.2).

Por otro lado, en esta Tesis se presenta el calculo de la energia de reorganizacién de esfera
interna obtenida a partir de las estructuras que se identificaron como los mejores candidatos para
modelar los complejos de Cu(Il) y Cu(I) en el sitio N-terminal de la proteina AS. La energia
calculada resultdo ser de 1.60 eV, cuando se parte de los complejos Cu(Il)-2N20 y Cu(D)-
IN102S; mientras que es 1.58 eV si se usan los complejos Cu(Il)-2N201S y Cu(I)-1N102S.
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Estos resultados indican que el gasto energético para llegar al complejo Cu(I)-1N102S se debe
en gran parte a la energia necesaria para reclutar al grupo tioéter de la Met5. Aunado a esto,
recientemente se reportd que el potencial de reduccién de este sitio es de 82 mV.*® Por lo tanto,
este sitio presenta una alta energia de reorganizacion y un potencial de reduccion bajo. A partir de
estos datos se puede concluir que este sistema no esta optimizado para llevar a cabo reacciones
oxido-reduccion.

Por ultimo, en este trabajo también se investigd el efecto que tiene la acetilacion del N-terminal
en la coordinacion de Cu(I). En este aspecto, se demostré por medio de XAS que la forma
acetilada de la proteina AS también coordina Cu(l) en el sitio del N-terminal, formando un
complejo tetracoordinado que contiene dos ligandos azufre y otros dos ligandos N/O, de forma
muy similar a su contraparte sin acetilar. Sin embargo, los resultados tedricos indican que el
grupo amino acetilado ya no es capaz de participar como ligando de Cu(I), en su lugar, el oxigeno
del grupo carbonilo del acetilo fue identificado como el cuarto ligando de la esfera de
coordinacion.

La proteina AS se encuentra principalmente en el citosol de neuronas dopaminérgicas,”
posiblemente llevando a cabo diversas funciones relacionadas con el metabolismo y liberacion de

23, 25 . o
* > En este contexto, la proteina AS se encuentra principalmente en un

neurotransmisores.
ambiente reductor.’®’ Por lo tanto, bajo estas condiciones fisiologicas, la coordinaciéon con Cu(I)
pudiera ser mas relevante. Sin embargo, en la enfermedad de Parkinson, la proteina AS es
encontrada en agregados que constituyen los cuerpos y neuritas de Lewi, los cuales se presentan
intra y extracelularmente.® En estas circunstancias, los complejos de Cu(I)-AS podrian
enfrentarse a un ambiente oxidante en el medio extracelular. La Figura 6.13 resume los posibles
escenarios del sitio de coordinacion de Cu en el N-terminal de la proteina AS. En primer lugar,
con el N-terminal libre, en el medio intracelular se daria lugar a la formacion del complejo Cu(I)-
2S1NI1O, el cual, bajo un ambiente oxidante, como en el medio extracelular, podria oxidarse para
formar la mezcla de especies Cu(I)-2N201S y Cu(I)-2N20. La oxidacion de los complejos
Cu(I)-AS puede ir acompafiada de la generacion de ROS 'y la oxidacion parcial de los residuos de
Met.*** Por otro lado, en presencia de agentes reductores, los complejos de Cu(I)-AS podrian
regresar a la especie de Cu(I) y comenzar nuevamente el ciclo. Aunque este ciclo de reacciones

no seria muy eficiente, ya que el sistema presenta una alta energia de reorganizacién y un

potencial de reduccion bajo.*® (Figura 6.13, A). Por otro lado, si el N-terminal se encuentra
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acetilado, (Figura 6.13, B) en el citosol podria formarse el complejo Cu(I)-2S20 en el sitio del N-
terminal de la proteina AS. De hecho se ha demostrado que la forma acetilada de la proteina AS
en presencia de Cu(I) favorece una conformacion tipo a hélice en los primeros diez residuos de la
proteina,”* esto contribuiria a llevar a la proteina a la conformaciéon que se ha descrito como
fisiolégicamente relevante en el ensamble de complejos necesarios para la liberacion de
neurotransmisores.” Sin embargo, si este complejo se enfrentara a un ambiente oxidante, por
ejemplo, en el espacio extracelular, el sitio no es capaz de coordinar al i6n Cu(Il) y posiblemente
lo liberaria en el medio. Esto podria suponer un exceso de Cu(Il) en el medio extracelular, lo cual
a su vez, podria tener implicaciones en el balance homeostatico del Cu, la generacion de ROS y

la misma agregacion de la proteina AS.

A) N-terminal libre B) N-terminal acetilado

(o.._
ROS

Agentes
reductores

Figura 6.13. Coordinacion de cobre en el sitio del N-terminal de la proteina AS con el N-terminal libre
(A) y acetilado (B). En azul se muestra la coordinacion de Cu(I) en un ambiente reductor, como en el
citosol, mientras que en rosa se muestra lo que ocurriria en un ambiente oxidante, por ejemplo el espacio

extracelular.
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6.4. Conclusiones.

En este trabajo, la coordinacion de Cu(Il) y Cu(l) en el sitio del N-terminal de la proteina AS y el
efecto de la acetilacion del N-terminal sobre la coordinacion se estudiaron en detalle. Con los
resultados obtenidos se proporcionan dos escenarios diferentes: cuando la proteina se encuentra
acetilada y cuando el N-terminal no presenta ninguna modificacion. En el primer caso, en el
ambiente intracelular, podria formarse el complejo de coordinacion Cu(1)-202S, en el cual los
ligandos son: los azufres de la Metl y MetS5, el oxigeno carboxilato del Asp2 y el oxigeno del
grupo carbonilo del acetilo. Por otro lado, si la proteina se encuentra sin acetilar, se favorecera el
modo de coordinacion Cu(I)-1N102S, con el grupo NH, remplazando al oxigeno del grupo
carbonilo del acetilo.

Sin embargo, bajo circunstancias que sitiien a la proteina AS en un ambiente oxidante, como en
el espacio extracelular, los dos escenarios ofrecen panoramas muy diferentes. En primer lugar,
con el grupo N-terminal libre, a pesar de que el sitio no estd optimizado para llevar a cabo
reacciones oxido-reduccion, esto es, presenta una energia de reorganizacion alta y un potencial de
reduccion bajo, las especies Cu(I)-1N102S y Cu(Il)-2N201S podrian existir. En este contexto,
este sitio podria ser capaz de generar especies reactivas de oxigeno y desencadenar la oxidacion
parcial de los residuos de metionina. Por el contrario, con la proteina en su forma acetilada, no es
posible la coordinacion de Cu(Il) en este sitio, por lo tanto el i6n metalico podria ser liberado al

espacio extracelular y esto podria tener implicaciones en la homeostasis del metal.
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7. Discusion final.

A lo largo de esta Tesis se presentan los resultados obtenidos del estudio de la coordinacion de
Cu(Il) y Cu(]l) en el sitio de la His111 de la proteina prion humana y en el sitio N-terminal de la
proteina a sinucleina.

Las proteinas PrP y AS se encuentran fisioldgicamente bajo ambientes muy diferentes. La PrP se
encuentra anclada a la membrana celular en el espacio extracelular (condiciones oxidantes, pH
7.4) y bajo condiciones especificas, puede sufrir endocitosis, que la situaria al interior de
endosomas (condiciones reductoras, pH 4-5). Por su parte, la AS es una proteina que se encuentra
en el citosol (condiciones reductoras, pH ~ 7). En este trabajo se ha descrito la coordinacion de
Cu(Il) y Cu(I) bajo los diferentes ambientes de pH que presentan estos dos sistemas.

La Figura 7.1 muestra una comparacion de las especies de Cu(Il) y Cu(l) caracterizadas a pH 6.5
en el sitio de la His111 de la proteina prion (recuadro azul) y en el sitio del N-terminal de la
proteina AS (recuadro verde). Podemos ver que existen varias similitudes y diferencias en estos
sistemas de los cuales se puede hacer un interesante andlisis. En primer lugar, la coordinacion de
Cu(Il) al sitio de la His111 en la proteina prion humana ocurre a través de los residuos MKHM
(fragmento 109-112 de la proteina PrP humana), mientras que, en el sitio del N-terminal de la
proteina AS se coordina por los residuos MDVFM (fragmento 1-5 de la AS). En el caso de la
PrP, el grupo principal que ancla al ién Cu(Il) es la His (coordinacion hacia el N-terminal),
mientras que, en la AS es el grupo amino terminal y la coordinacion ocurre hacia el C-terminal.
Por otro lado, en el caso de la PrP, la desprotonacién de dos amidas y la participacion de un
grupo carbonilo de la cadena peptidica permiten la formacion del complejo 3N10 que contiene
tres anillos adyacentes de 6,5,7 miembros, sin olvidar que, a pH mas alto puede existir también
otra especie con un modo de coordinacién 4N (tres anillos de 6,5,5 miembros) debido a la
desprotonacion de una tercera amida de la cadena peptidica (Figura 4.2, seccion 4.2.3). Sin
embargo, en la AS, la presencia del Asp2 provee un grupo carboxilato como ligando,
desfavoreciendo la desprotonacion de una segunda amida. Esto se refleja en la estabilidad del

complejo de Cu(Il) en un amplio rango de pH (5 - 7.5).
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Figura 7.1. Comparacién de la coordinacion de Cu(Il) y Cu(l) entre el complejo formado a pH 6.5 en el

sitio de la His111 de la PrP (azul) y el sitio del N-terminal de la proteina AS (verde).

Por otro lado, si analizamos las especies reducidas, ambos sitios tienen un modo de coordinacion
IN102S, aunque en el caso de la PrP, los ligandos N/O pertenecen al imidazol de la His y a un
grupo carbonilo o una molécula de H,O, mientras que en la AS, provienen del grupo terminal
NH; y del carboxilato del Asp2. Ademas, aunque ambos sitios tienen dos residuos de Met en la
esfera de coordinacion, hay una diferencia importante que resaltar, en la PrP las metioninas estan
separadas por dos residuos (MKHM), mientras que en la AS se encuentran separados por tres
(MDVFM). Como se discutio en la seccion 4.4, los residuos de metionina son particularmente
efectivos en la coordinacion de Cu(I) cuando estan separados por no mas de dos residuos. Todas
estas condiciones tienen implicaciones en la formacidn, estabilidad y reactividad de estos
complejos, por eso, aunque parezcan sistemas similares, en realidad tienen caracteristicas muy
particulares. Por ejemplo, para el sitio de la PrP la energia de reorganizacion es 1.79 eV, mientras
que para el sistema de la AS es 1.58 eV. La diferencia de estos valores se puede explicar si se
considera que en el primer caso se intercambian tres ligandos y en el segundo caso sélo dos. No
obstante, el potencial redox en el caso de la PrP es 152 mV (seccion 5) y para el sitio del N-

terminal de la proteina AS es de 82 mV. Esto tiene consecuencias importantes en la reactividad
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de cada sistema, siendo en comparacidon, mas eficiente el sitio de la PrP para llevar a cabo

reacciones de 0xido-reduccion.

8. Conclusiones generales.

Como se ha demostrado a lo largo de esta Tesis, aunque ambos sistemas Cu-PrP y Cu-AS,
parecen compartir muchas similitudes, en realidad, el tipo de ligandos, la disposicion de estos en
la esfera de coordinacion y el ambiente quimico en el que se encuentran estas proteinas, origina
diferencias importantes en la formacion, estabilidad y reactividad de los complejos de Cu en
estos dos sistemas.

El sitio de coordinacién a Cu alrededor de la Hisl11 de la proteina PrP (motivo MKHM), le
confiere propiedades de coordinacion muy interesantes. La presencia de los residuos de His y
Met proveen los elementos necesarios para coordinar Cu(Il) y Cu(I) en un amplio rango de pH.
Las especies Cu(I)-3N10 y Cu(II)-4N pueden existir en equilibrio a pH 7.5. En presencia de
agentes reductores, el complejo mas poblado del sitio Cu(I)-His111 puede ser la especie Cu(l)-
IN102S, la cual es capaz de activar O, a través de un mecanismo de esfera interna. En este
proceso, los residuos de metionina son oxidados a sulfoxido. La habilidad que presentan las
metioninas para contener las especies reactivas de oxigeno podria jugar un papel muy importante
en las propiedades antioxidantes de la PrP. Por otro lado, incluso si se presentan cambios
drasticos en el ambiente quimico, como aquellos ocurridos en la endocitosis, los residuos de
metionina hacen posible la existencia de la especie Cu(I)-2S a pH muy bajo (< 5).

Por su parte, el sitio de coordinacion de Cu en el N-terminal de la proteina AS esta constituido
por los residuos MDVFM. Es este sistema se explord la coordinacion de Cu en dos escenarios
diferentes: cuando el N-terminal de la proteina se encuentra libre y en su forma acetilada. Los
resultados de este trabajo indican que si la proteina AS se encuentra bajo un ambiente reductor,
por ejemplo en el citosol, en el primer caso, se formaria el complejo Cu(I)-IN102S, en el cual
participan como ligandos los dos residuos de metionina (Metl y Met5), el oxigeno carboxilato
del Asp2 y el grupo N-terminal. Por otro lado, si la proteina se encuentra acetilada, el grupo N-
terminal no puede participar en la coordinaciéon y por lo tanto se favorecera el modo de
coordinacion Cu(I)-202S, en el que el grupo carbonilo del acetilo remplaza al NH; en la esfera

de coordinacion. Sin embargo, si la proteina AS se sitia en un ambiente oxidante, por ejemplo si
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se encontrara en el espacio extracelular, la acetilacion de la proteina ofrece un panorama muy
diferente respecto a la forma no acetilada. Con el grupo N-terminal libre, el complejo Cu(I)-
IN102S, aunque de forma poco eficiente, podria oxidarse, generar especies reactivas de oxigeno
y desencadenar la oxidacion parcial de los residuos de metionina. Por el contrario, con la proteina
es su forma acetilada, no es posible la coordinacion de Cu(Il) en este sitio, por lo tanto el i6n
metalico podria ser liberado al espacio extracelular, esto tltimo podria tener implicaciones en la

homeostasis del Cu.
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9. Perspectivas.

Teniendo en cuenta el avance realizado en este estudio, se proponen las siguientes perspectivas
que ayudarian a entender con mayor detalle estos sistemas Cu-proteina, tanto en la funcion
bioldgica como en las posibles implicaciones en las enfermedades neurodegenerativas TSEs y

Parkinson.

En esta Tesis se estudi6 en detalle la coordinacion de Cu(I) en el sitio de la His111 de la proteina
PrP, ademds se determind que la reacciéon del complejo de Cu(l) frente a oxigeno sigue un
mecanismo de transferencia electronica de esfera interna. Seria muy interesante continuar con un
estudio detallado por DFT para identificar la naturaleza del mecanismo de esfera interna, esto es,
si la formacion del intermediario Cu(Il)-superéxido sigue un mecanismo asociativo o disociativo.
Por otra parte, seria de gran utilidad medir la afinidad de los complejos Cu(I)-His111 a diferentes
valores de pH, los resultados obtenidos servirian para comparar la efectividad de la coordinacion
de Cu(I) de este sitio, respecto a los encontrados en otras proteinas, por ejemplo las
transportadoras de Cu. También, seria de gran importancia cuantificar el porcentaje de oxidacion
que sufren los residuos de metionina, asi como las especies reactivas de oxigeno producidas por
la reaccion. Con estos resultados, se podria evaluar la capacidad de las metioninas como especies
que compiten por el dafio oxidativo frente a otros componentes. Esto podria darnos informacion
valiosa respecto al dafio oxidativo generado por las ROS producidas por estos sistemas. En este
mismo contexto, seria muy interesante evaluar la capacidad de la enzima reductasa de sulfoéxido
de metionina (MsrA y MsrB) para regenerar la Met109 y Metl112 desde su forma de sulfoxido;
ademas de estudiar el efecto que la oxidacion de estas metioninas tiene sobre la agregacion de la

proteina PrP.

Asi mismo, en esta Tesis se presento la caracterizacion de la coordinacion de Cu(I) en el sitio N-
terminal de la proteina AS y el efecto que la acetilacion tiene sobre dicha coordinacion. Para
continuar con este trabajo seria de gran relevancia evaluar el efecto del pH sobre la coordinacion
de Cu(I) en este sitio, asi como elucidar la coordinacion de Cu(I) en el sitio alrededor de la His50,
que, a pesar de presentar una menor afinidad podria ser importante. Por otro lado, seria muy

interesante estudiar de forma detallada la reactividad del complejo Cu(I)-AcAS (modo 202S) y
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Cu(I)-His50 frente a oxigeno. También seria de gran importancia evaluar el efecto del i6n Cu(I)

en el plegamiento y agregacion de la proteina AS y en su forma acetilada (AcAS).

En este trabajo se ha obtenido informacién muy util y valiosa acerca de la coordinacion y
reactividad de los complejos de Cu en los fragmentos MKHM y MDVFM, esta informacion
puede resultar de mucha ayuda tanto para continuar con el estudio de los sistemas Cu-PrP y Cu-
AS, asi como en el disefio de sitios de coordinacion con capacidades de reactividad especificas a

diferentes valores de pH.
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10. Materiales y Métodos.

Reactivos. Los reactivos usados en la sintesis de péptidos, purificacion y preparacion de las
muestras fueron: resina MBHA Fmoc-Rink amid, aminodcidos con el grupo Fmoc
(fluorenylmethoxycarbonyl) como grupo protector, DMF (N,N-dimethylformamide), DCM
(dichloromethane), IPA (isopropyl alcohol), DIC (N,N-diisopropylcarbodiimide), HOBt (1-
hydroxybenzotriazole), NMP (N-methyl-2-pyrrolidone), piperidina, DBU (I, 8-diazabiciclo
[5.4.0] undeceno), soluciones para ensayo de ninhidrina: SolA (fenol, etanol, KCN, piridina,
amberlite MB-3), SolB (Ninhidrina (2,2-dihydroxyindane-1,3-dione), etanol, amberlite MB-
3), anhidro acético, dietil éter, TIS (trisisopropylsilane), EDT (ethanedithiol), TFA
(trifluoroacetic acid), ACN (acetonitrilo, grado HPLC), buffer A (MES/NEM 20 mM (2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid /N-ethylmorpholine)) para el sistema de la prion, buffer B
(MOPS/NaCl (3-(N -morpholino) propanesulfonic acid, 20 mM/100mM)) para el sistema de
la alfa sinucleina, glicerol, NaOH, HCI, ditionita de sodio, EDTA (ethylenediaminetetraacetic
acid) 4cido ascorbico y CuSO,. El agua usada en todos los experimentos fue purificada a una

resistividad de 18 MC/cm usando un sistema Millipore Gradient deionizing.

Sintesis de péptidos. Los péptidos KTNMKHMAGA (PrP(106-115), KTNAKHMAGA
(PrP(106-115)M109A), KTNMKHAAGA  (PrP(106-115)M112A), KTNAKHAAGA
(PrP(106-115)M109&M112A) fueron sintetizados en fase solida con el método Fmoc.'™
Brevemente, ~ 300 mg de resina MBHA Fmoc-Rink amid fueron tratados con DCM, esto
permite que la resina se expanda y que los grupos amida-Fmoc de la resina se acondicionen
para iniciar el proceso de sintesis. Posteriormente la resina fue tratada con una solucion
desprotectora (30 % piperidina, 0.1 % DBU, 69.9 % DMF) para remover el grupo Fmoc. El
acoplamiento de aminodacidos a la resina se inicia en el C-terminal y acaba en el N-terminal,
por lo tanto el primer acople realizado corresponde al Gltimo aminoacido de la secuencia que
se desee sintetizar. Para llevar a cabo el primer acople, el aminoécido fue tratado con HOBt,
NMP, DIC y DCM, después fue afiadido a la resina. La reaccién se mantuvo por 7-8 horas en
agitacion. El paso siguiente fue tratar la resina nuevamente con la solucion desprotectora y
repetir el proceso de acople del siguiente aminoacido. Al finalizar, si el disefio asi lo requiere,

después de la ultima desproteccion se acetila el N-terminal con una solucion 1:1:1 de
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anhidrido acético, piridina y DMF. Entre cada ciclo de desproteccion y acople se realizaron
lavados (DMF, IPA y DCM) de la resina y el ensayo de ninhidrina (2:1, solA:solB) para
detectar la presencia de aminas primarias. Por ultimo la resina es tratada con 92.5 % TFA, 2.5
% agua, 2.5 % EDT y 2.5 % TIS para desproteger las cadenas laterales de los aminoéacidos y
desanclar del soporte el péptido sintetizado. Finalmente el péptido obtenido se precipita
usando éter frio. Una vez que el precipitado se seca se procede a su posterior purificacion.
Los péptidos MDVFMK (AS(1-6) y AcAS(1-6)) fueron sintetizados por Esau E. Rodriguez,
en el laboratorio de la Dra. Liliana Quintanar en el Cinvestav, siguiendo la misma técnica de
sintesis descrita.

Todos los péptidos fueron amidados en el C-terminal y, a excepcion del péptido AS(1-6),
todos fueron acetilados en el N-terminal. Los péptidos fueron purificados por HPLC (high
performance liquid chromatography) en fase reversa con un método semi-preparativo usando
una columna semiprep Waters® pBondapack C18. La masa molecular de cada péptido fue
confirmada por ESI-MS (electrospray ionization mass spectroscopy) y la pureza final fue

determinada por HPLC analitico, obteniendo una pureza > 95 %.

Proteinas recombinantes. Las proteinas ASH50A (o sinucleina, AS, con una Ala en la
posicion 50 remplazando la His) y AcASHS50A (o sinucleina acetilada con una Ala en la
posicion 50 remplazando la His) usadas en este proyecto de investigacion fueron
proporcionadas por el grupo de investigacion del Dr. Claudio O. Fernandez, Laboratorio Max

Planck de Biologia Estructural, Quimica y Biofisica Molecular de Rosario, Argentina.

Espectroscopia de absorcion de Rayos X (XAS, por sus siglas en Inglés) K-edge. Las
muestras fueron preparadas en el departamento de Quimica de la Universidad de Stanford y
los datos fueron colectados en el Stanford Synchrotron Radiation Lightsource (SSRL), con la
ayuda de Munzarin Qayyum y Hyeongtaek Lim, estudiantes de los grupos de investigacion de
los Dres. Ed. I. Solomon, Britt Hedman y Keith O. Hodgson. Preparacion de las muestras.
Los complejos Cu(Il)-péptido/proteina fueron preparados a 2 mM de concentracion de
péptido con 0.5 equivalentes de Cu(Il) (sistema PrP a pH 6.5) o 1 mM de péptido/proteina
con 0.8 equivalentes de Cu(Il) (sistema PrP a pH 8.5 y sistema AS), en una mezcla de 50 %

buffer A o buffer B y 50% glicerol; el pH fue ajustado adicionando pequefias cantidades de
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NaOH o HCI. La naturaleza de los complejos Cu(Il)-péptido/proteina fue examinada por
resonancia paramagnética electronica (EPR), en todos los casos se obtuvieron valores g, y A,
consistentes con los previamente reportados para los sistemas bajo estudio. Los complejos
Cu(I)-péptido/proteina fueron obtenidos de la reduccion de los complejos correspondientes de
Cu(Il) con 100 equivalentes de acido ascorbico (ajustado al pH correspondiente), bajo
condiciones anaerdbicas. Los complejos reducidos fueron caracterizados por EPR y en todos
los casos se encontrd que tenian menos del 5 % de la especie de Cu(Il). Coleccion de datos de
XAS. Los datos de XAS Cu K-edge fueron colectados en la linea 7-3, los parametros del
anillo de almacenamiento del sincrotron fueron 3 GeV y 300-350 mA o 500mA. Un pre-
monocromador revestido de Rh fue usado para la colimacion vertical, para la seleccion de
energia fue usado un monocromador de doble cristal de Si(220). Las muestras fueron
colocadas en celdas de XAS de Lucite de 2 mm con ventanas de Kapton de 38 um y
mantenidas a temperatura constante de ~ 10 K durante la coleccion de los datos, para esto se
uso un criostato de He de flujo continuo CF1208. Un detector Canberrra Ge 30-element solid-
state fue usado para colectar el Cu Ka fluorescencia. La calibracion interna de energia fue
hecha mediante la medicion simultanea de la absorciéon de una lamina de Cu colocada entre
dos camaras de ionizacion, delante de la muestra. El primer punto de inflexion del espectro de
la lamina de Cu fue asignado a 8980.3 eV. En las muestras de Cu(I) no se observé dafio por
radiacion, por lo tanto todos los barridos se usaron en el promedio final. Cada conjunto de
datos comprende de un promedio de 7 a 27 barridos. Los espectros de las muestras de Cu(Il)
fueron colectados en cuatro puntos fisicamente separados de la celda con un promedio de 2 a
4 barridos por punto para minimizar el efecto de fotoreduccion. Andlisis de los datos de XAS.
Los datos de la regién pre-edge fueron obtenidos por medio de un ajuste polinomial de
segundo orden del promedio de los datos. Para modelar la region post-edge se uso un modelo
polinomial de tres partes (2°, 3° y 3° orden). Los datos fueron normalizados por escalamiento
a un valor de 1.0 en la region edge a 9000 eV. El tratamiento de los datos fue realizado
usando PySpline.’ El programa de ajuste por minimos cuadrados OPT del paquete
computacional EXAFSPAK" fue usado para el ajuste de los datos. Las funciones de fase y
amplitud iniciales fueron generadas en el programa FEFF 7.0° usando como estructuras
iniciales los modelos de Cu(I) calculados. Los numeros de coordinacion fueron variados

sistematicamente para mejorar los ajustes y obtener un acuerdo entre los datos de EXAFS y
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su transformada de Fourier. Los ajustes fueron evaluados comparando el error normalizado

2k6 (Xexptl = Xcaled )2

(Fn) de cada ajuste. F, = , donde la suma se realiza sobre k, el vector de

data

onda del fotoelectron y y son los puntos calculados o experimentales.

Analisis BVS (Bond Valence Sum).®” El analisis BVS realizado sobre los modelos
provenientes del ajuste de los datos del EXAFS se hizo a partir de las ecuaciones: s, = e(ﬁ) y

BVS = is[

i=1
Donde, r es la distancia de enlace para el ligando i derivada de los datos experimentales y 1o
es la distancia de enlace de referencia. Los valores usados para ro incluyen: reyp.s = 1.898 A,

Tfcu(n-N = 1.595 A, y and Tcu@-0 = 1.519 A

Resonancia magnética nuclear de muestras Cu(I)-PrP. Estos experimentos fueron
realizados en el Laboratorio Max Planck de Biologia Estructural, Quimica y Biofisica
Molecular de Rosario, Argentina, por Marco C. Miotto, estudiante del grupo de investigacion
del Dr. Claudio O. Fernandez. Los complejos de Cu(I)-PrP (0.3 mM, concentraciéon de
péptido y 0.8 equivalentes de Cu) fueron preparados a partir de sus contrapartes de Cu(Il), en
buffer A sin glicerol, degasificados y reducidos con 100 equivalentes de ascorbato y
preparados en un rango de pH de 3.4 a 9.2. La asignacion homonuclear de los péptidos fue
realizada a partir de los experimentos 'H-'H, Total Correlated Spectroscopy (TOCSY), y 'H-
C Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC) a pH 6.5 y 8.5. Los picos cruzados

'H-C en presencia de Cu(I) fueron

que se afectaron en los experimentos 'H-'H y
identificados por su comparacion con los valores de los desplazamientos quimicos en los
experimentos realizados en ausencia del i6n metalico. Todos los experimentos fueron
adquiridos a 288 K en tubos de NMR sellados bajo una atmosfera de N,, usando un
espectrometro Bruker Avance II 600 MHz equipado con una crio-sonda de triple resonancia

con deteccion inversa. La adquisicion, procesamiento y visualizacion de los espectros de

NMR fue realizada usando los programas TOPSPIN 2.1 (Bruker) y Sparky.
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Las senales a las qu7e se hace referencia en las figuras 4.14 - 4.16 y la seccion 4.2.4 y 4.2.5

de esta Tesis siguen la siguiente asignacion:

K T N M K H M A G A
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Absorcion electronica UV-Vis y Dicroismo circular (CD, por sus siglas en Inglés). Los
experimentos de absorcion electronica y CD de las muestras Cu(Il)-péptido fueron realizados
a temperatura ambiente usando un espectrometro Agilent 8453 equipado con un arreglo de
diodos, y un espectropolarimetro CD Jasco J-815. Los espectros fueron colectados en celdas

de cuarzo de 1 cm de paso Optico.

Resonancia paramagnética electrénica (EPR, por sus siglas en Inglés). Las muestras de
Cu(Il) y Cu(I) fueron adquiridas en un equipo Bruker EMX de banda X, con una fuente de
microondas ER 041 XG y una cavidad ER 4102ST. Las condiciones experimentales fueron
las siguientes: frecuencia de la microonda, 9.4 GHz; temperatura, 77 K; potencia de la
microonda, 10 mW; amplitud de modulacién, 5G; frecuencia de modulacion, 100 kHz;
constante de tiempo, 327 ms; tiempo de conversion, 83 ms y promedio de barridos, 12. La

linea base de los espectros de EPR fue corregida usando el programa KaleidaGraph 4.1.3.

Mediciones cinéticas por medio de Stopped-Flow. Los estudios cinéticos de la reduccion
de los complejos Cu(Il)-PrP con ascorbato fueron realizados por medio de absorcion
electronica UV-Vis en un sistema de stopped-flow SX20, equipado con una ldmpara de Xe de
150 W y un sistema de arreglo de diodos. Todos los experimentos fueron realizados en un
modo de mezclado simple, con una razén de mezclado 1:1 (v/v), en una celda con un paso
optico de 1 cm. La temperatura fue mantenida a 25.0 + 0.1 °C por medio de un recirculador y
se monitoreo la temperatura con un sensor interno en la unidad de mezclado. El analisis de los

datos fue hecho con el programa Pro-data. Los complejos Cu(Il)-PrP y el ascorbato fueron
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degasificados en una linea de vacio y colocados en las jeringas de inyeccion del equipo de
stopped-flow de forma anaerdbica, usando valvulas de tres vias. Todas las lineas de flujo del
equipo de stopped-flow fueron lavadas exhaustivamente antes de cargar las jeringas de
inyeccion con la muestra de Cu(Il) y el agente reductor con ditionita de sodio y buffer A
degasificados. Las concentraciones finales de los complejos Cu(I)-PrP en la celda fueron
0.15 mM. La reduccion fue seguida bajo condiciones de seudo-primer orden con un exceso de
20 veces el agente reductor. La perdida de la absorbancia como funciéon del tiempo fue
monitoreada a 570 nm (pH 8.5) o 600 nm (pH 6.5). El tiempo muerto en las mediciones fue
de 1 ms. Las constantes de rapidez reportadas representan el promedio de tres experimentos

independientes.

Mediciones de las cinéticas de re-oxidacion. Los estudios cinéticos de re-oxidacion de los
complejos Cu(I)-PrP a pH 6.5 con oxigeno fueron realizados en un espectrometro Agilent
8453 equipado con un arreglo de diodos. Todos los experimentos se llevaron a cabo en una
celda de cuarzo con tapa, el paso optico fue de 1 cm. El andlisis de los datos se hizo con el
programa Origin 6.1. Los complejos Cu(I)-PrP a pH 6.5 fueron preparados adicionando 1
equivalente de ascorbato a la solucién degasificada del correspondiente complejo de Cu(Il)
(0.8 mM de péptido y 0.5 equivalentes de Cu en buffer A), la reduccion total de los complejos
bajo estas condiciones fue confirmada por absorcion electréonica. La reoxidacion de los
complejos de Cu(I) después de adicionar buffer A saturado con aire (~ 0.5 equivalentes de
0O,), fue monitoreada por la aparicion de la banda d-d caracteristica a 600 nm. Las constantes

de rapidez reportadas son el promedio de tres mediciones independientes.

Espectrometria de  masas MALDI-TOF/TOF  (Matrix-Assisted  Laser
Desorption/Ionization time of flight/time of flight). Estos datos fueron colectados en la
unidad de Genomica, protedmica y metabolomica, LaNSE, Cinvestav. La masa molecular de
los péptidos de PrP antes y después de un ciclo de reduccion-oxidacion fue determinada por
medio de un equipo MALDI-TOF/TOF 4800 plus (AB Sciex, Framingham, MA). Las
muestras de los péptidos de PrP fueron colectadas en el punto inicial y final de los
experimentos de reduccion (bajo condiciones anaerdbicas) y reoxidacion con oxigeno. Los

complejos Cu-PrP fueron tratados con 15 equivalentes de EDTA para remover el i6n Cu de
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los complejos, después, las muestras fueron desaladas en una micro-columna C18 (C18
ZipTip Agilent Technologies, Santa Clara, CA.), y eluidos en una mezcla de 0.1 % TFA y 50
% ACN. Los péptidos eluidos fueron concentrados en un volumen de 2 pL y mezclados en
una solucidon matriz (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid en 50 % agua 50 % ACN y 0.1 %
TFA). 1000 barridos por cada muestra fueron colectados en un rango de masas de 850 a 4000
Da. Los datos fueron analizados en el programa Data Explorer 4.9. Una calibracion externa

de una mezcla de péptidos estandar fue usada como control.

Calculos de estructura electronica. Los calculos presentados en esta tesis fueron realizados

en el cluster hibrido de supercomputo Xiuhcoatl del Cinvestav.

Modelado de los complejos Cu(ll)-AS(1-6). Los célculos de estructura electronica del
complejo Cu(Il)-AS(1-6) se realizaron usando la secuencia completa MDVFMK, con el C-
terminal amidado y el N-terminal sin ninguna modificacion, el niimero total de dtomos en
estos modelos fue de 111. La construccion de los modelos estudiados se realizé en Molden;®
diferentes conformaciones iniciales fueron estudiadas: o hélice (a), hoja-f (b), vuelta (t) y
extendida (e). Ocho modelos diferentes fueron construidos (4a, 4b, 4t, 4¢, 5S1a, 5S1b, 5S1t,
5S5t). En estos, los nimeros 4 y 5 denotan modelos tetra y penta coordinados,
respectivamente, las letras a, b, t y e indican la conformacioén inicial del péptido y S1 y S5
indican si el ligando azufre proviene de la Metl o Met5, respectivamente. La estructura
electronica fue obtenida usando la teoria de Kohn-Sham spin-unrestricted (UKS) dentro de la
aproximacion de combinacion lineal de orbitales gausianos para resolver las ecuaciones de
Kohn-Sham’ implementada en el programa deMon2k,'° el cual usa el ajuste variacional de la
energia de Coulomb para evitar el célculo de integrales de cuatro centros, a expensas de
introducir un conjunto de bases auxiliares. Todas las estructuras tienen una multiplicidad de
espin de dos (doblete) y fueron optimizadas sin ninguna restricciéon geométrica a nivel local
(LDA) con el funcional de intercambio-correlacién Dirac''-VWN'? y con el funcional de
intercambio-correlacion PBE" de gradientes generalizados (GGA), usando un conjunto de
bases orbitales doublé-C plus polarization (DZVP)'* y un conjunto de bases auxiliares GEN-
A2."'% Un analisis de frecuencias fue hecho para todos los puntos estacionarios localizados

en la superficie de energia potencial con el funcional PBE. Las estructuras optimizadas fueron
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utilizadas para calcular los parametros de EPR (tensores g y A) con el programa ORCA,"
usando el funcional hibrido no-empirico PBE0'” con la base CP'® para el cobre y la base
DGAUSS' en los otros atomos. La solvatacion implicita fue incluida en el calculo de los

parametros de EPR usando el modelo COSMO de ORCA. "%

Reoptimizacion de los modelos Cu(ll)-3N10 y Cu(ll)-4N en el sistema de la PrP. Los
modelos 3N10 y 4N fueron reoptimizados a partir de los modelos 4Na, 4Nb y 3Nbl
reportados anteriormente.”’ Los célculos del modelo 4N fueron hechos con el programa
deMon2k usando la metodologia OPBE/TZVP/GEN-A2. Los célculos del modelo 3N10
fueron realizados en el programa ORCA con los funcionales B3LYP y BP86 y la base orbital

TZVP. En estos célculos se incluy6 el modelo de solvatacion implicita con COSMO.

Modelado de los complejos Cu(l)-PrP, Cu(I)-AS y Cu(l)-AcAS. Para el sistema Cu(I)-PrP se
utilizo el péptido completo PrP(106-113) con secuencia KTNMKHMA, con el N-terminal
acetilado y el C-terminal amidado. Las estructuras tienen un total de 141-161 atomos,
dependiendo del estado de protonacion de las amidas de la cadena peptidica y el nlimero de
aguas explicitas usadas en el calculo. Para el sistema de la AS, el péptido con secuencia
MDVFMK fue usado en los modelos de coordinacion. Para modelar el complejo Cu(I)-AS se
utiliz6 el péptido amidado en el C-terminal y el N-terminal se mantuvo sin ninguna
modificacion; estos modelos contienen un total de 112-130 atomos, dependiendo del numero
de aguas explicitas usadas en el calculo. En cambio para modelar el complejo Cu(I)-AcAS, se
incluy6 la acetilacion en el N-terminal, por lo tanto las estructuras contienen entre 117-135
atomos. Cada modelo fue construido usando el programa GaussView 4.1.2. Todos las
estructuras fueron optimizadas en el programa deMon2k sin ninguna restriccidon geométrica
bajo la aproximacion restricted Kohn-Sham (RKS), usando una multiplicidad de espin de uno
(singulete). El funcional OPBE (que combina el funcional de intercambio OPTX de Handy y
Cohen® y la correlacion del funcional PBE") fue usado para estos calculos. Inicialmente
también se realizaron calculos al nivel LDA en estos sistemas. La base orbital TZVP'** y
auxiliar GEN-A2 fueron usadas en todos los casos. Los efectos de solvatacion fueron
incluidos por dos métodos: incluyendo seis moléculas de agua explicitas alrededor de la

esfera de coordinacion y reoptimizando las estructuras en el programa deMon2k con la

122



—

=00

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

metodologia OPBE/TZVP/GEN-A2, e incluyendo la solvatacion implicita por medio de
COSMO, reoptimizando las estructuras en el programa ORCA.

Cdlculo de la energia de reorganizacion de esfera interna. La energia de reorganizacion A
fue calculada para los sistemas Cu(Il)/Cu(l)-PrP y Cu(Il)-Cu(I)-AS, usando la siguiente

expresion:**
1
)\'i = 5 [on (redgeom ) - on (Oxgeom ) + Ered (Oxgeom ) - Ered (redgeom )]

donde Eox(redgeom) €s la energia del estado oxidado en la geometria de la estructura del estado
reducido y Er.a(0Xgeom) €5 la energia del estado reducido en la geometria de la estructura del

estado oxidado.
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