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Resumen 
 

Las proteínas prion (PrP) y alfa sinucleína (AS) humanas se encuentran principalmente 

expresadas en el cerebro, en las membranas presinápticas del sistema nervioso central y en el 

citosol de terminales presinápticas en neuronas dopaminérgicas, respectivamente. Aunque la 

función biológica de estas proteínas aún no se ha descrito completamente, se ha propuesto 

que la interacción con cobre puede tener implicaciones tanto en su función, como en la 

patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas vinculadas a la agregación de estas 

proteínas. En esta Tesis, se elucidó la coordinación de Cu(II) y Cu(I) al sitio de la His111 de 

la proteína PrP (usando como modelo el fragmento 106-115) y al sitio N-terminal de la 

proteína AS, utilizando diferentes técnicas de espectroscopía (absorción y dicroísmo circular 

electrónico en la región UV-visible, resonancia paramagnética electrónica, resonancia 

magnética nuclear y absorción de rayos X) en combinación con cálculos de estructura 

electrónica. 

La proteína prion en el sitio de la His111 presenta el motivo MKHM que le confiere 

propiedades interesantes en la coordinación de Cu(II) y Cu(I). Respecto a Cu(II), la 

coordinación ocurre a través de ligandos oxígeno y/o nitrógeno en los modos de coordinación 

3N1O y 4N, los cuales pueden existir en equilibrio a pH 7.5. En cuanto a Cu(I), además de 

que la coordinación es dependiente del pH, las metioninas 109 y 112 juegan un papel muy 

importante como ligantes del ión metálico. A pH > 8 se identificaron las especies 2N1O1S, 

con solo un residuo de metionina; en un rango de pH de 5 a 8 se favorece un modo de 

coordinación 1N1O2S, en el que las dos metioninas están presentes en la coordinación, 

además del nitrógeno imidazol de la His111 y un cuarto ligante que puede provenir de un 

grupo carbonilo o una molécula de H2O; 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 drásticos en el ambiente químico como aquellos ocurridos en la endocitosis, el 

motivo MKHM permite la coordinación de Cu(I), consistente con una función de 

transportadora de Cu para esta proteína. Por otro lado, se identificó que al pH del medio 

extracelular, el complejo Cu(I)-1N1O2S podría ser la especie fisiológicamente relevante. Esta 

especie es capaz de activar O2 a través de un mecanismo de esfera interna, que involucra la 

posible formación de un complejo Cu(II)-superóxido. En este proceso los residuos de 
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metionina son oxidados parcialmente a sulfóxido. La habilidad que tiene este sitio, gracias a 

la presencia de las metioninas, para contener especies reactivas de oxígeno puede ser parte de 

la función antioxidante que se ha propuesto para la proteína prion.  

Respecto a la proteína AS, se exploró la coordinación de Cu en el sitio N-terminal (residuos 

MDVFM), en dos escenarios diferentes: cuando el N-terminal de la proteína se encuentra 

libre y cuando está en su forma acetilada. Los resultados indican que a pH 6.5 la forma no 

acetilada de la proteína AS coordina Cu(I) con un modo de coordinación 1N1O2S, donde 

participan los grupos tioéter de la Met1 y la Met5, el oxígeno 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(I) podría reaccionar con O2 y formar las especies 

Cu(II)-2N2O1S y Cu(II)-2N2O. Aunque este proceso tiene asociada una alta energía de 

reorganización, la óxido-reducción de este sitio podría generar especies reactivas de oxígeno 

que promoverán la oxidación de los residuos de metionina. 

Por otro lado, si la proteína se encuentra acetilada, con Cu(I) se favorecerá el modo de 

coordinación 2O2S, donde el grupo NH2 es remplazado por el oxígeno del grupo carbonilo 

del acetilo. Sin embargo en un ambiente oxidante, la acetilación de la proteína ofrece un 

panorama muy diferente respecto a la forma no acetilada. Con la proteína AcAS no es posible 

la coordinación de Cu(II) en este sitio, por lo tanto, el ión metálico podría ser liberado al 

espacio extracelular, teniendo implicaciones en la homeostasis del metal.   

En general, este estudio aporta nueva información sobre las propiedades de coordinación con 

Cu y reactividad de los sitios His111 y N-terminal en las proteínas 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(II) 

and Cu(I) 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 His111 site in PrP confers it with interesting Cu(II) and Cu(I) 

coordination properties. In this site, Cu(II) coordination occurs through oxygen and/or 

nitrogen ligands in the 3N1O 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, 2N1O1S species are formed, with 

only one methionine (Met) residue; in the range of pH 5-8, both Met residues are present in 

the 1N1O2S 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(I) 

binding, which is consistent with a copper transport function for this protein. On the other 

hand, the Cu(I)-1N1O2S complex is the physiologically relevant species in the extracellular 

space. This species activates O2 via an inner-sphere mechanism, likely involving the 

formation of a Cu(II)-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 1N1O2S mode, with the participation of the thioether groups 

from Met1 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(II)-2N2O1S and Cu(II)-2N2O 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 2O2S 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(II), 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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Nomenclatura 

 

Aminoácidos: 

 

Nombre Notación Estructura 

Alanina A, Ala 

 

Arginina R, Arg 

 

Asparagina N, Asn 

 

Ácido aspártico D, Asp 
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Cisteína C, Cys 

 

Glutamina Q, Gln 

 

Ácido glutámico E, Glu 

 

Glicina G, Gly 

 

Histidina H, His 
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Isoleucina I, Ile 

 

Leucina L, Leu 

 

Lisina K, Lys 

 

Metionina M, Met 

 

Fenilalanina F, Phe 
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Prolina P, Pro 

 

Serina S, Ser 

 

Treonina T, Thr 

 

Triptófano W, Trp 

 

Tirosina Y, Tyr 

 

Valina V, Val 
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* Siglas provenientes de términos en Inglés se muestran en itálicas. 

 

AA Ácido ascórbico 

AcAS     Proteína α-sinucleína acetilada en el N-terminal  

AS α-sinucleína  

ASH50A Proteína α-sinucleína con una alanina en la posición 50, 

remplazando al residuo de histidina. 

AS(1-6)    Fragmento  1MDVFMK6 de la proteína α-sinucleína 

BVS     Bond valence sum 

CD Circular dichroism  

DFT Density functional theory 

ΔG°3N1O Valor de ΔG° estimado para la reacción de reducción del 

complejo Cu(II)-PrP(106-115) a pH 6.5 (especie 3N1O) 

ΔG°4N Valor de ΔG° estimado para la reacción de reducción del 

complejo Cu(II)-PrP(106-115) a pH 8.5 (especie 4N) 

EPR Electronic paramagnetic resonance 

EXAFS Extended X-ray absorption fine structure 

His111 Residuo de histidina en la posición 111 de la secuencia de 

la proteína prion humana 

HuPrP     Proteína prion humana 

kET(3N1O) Constante de rapidez de primer orden de la reducción del 

complejo Cu(II)-PrP(106-115) a pH 6.5 (especie 3N1O) 

kET(4N) Constante de rapidez de primer orden de la reducción del 

complejo Cu(II)-PrP(106-115) a pH 8.5 (especie 4N) 

λ3N1O  Energía de reorganización asociada a la reducción del 

complejo Cu(II)-3N1O para formar la especie Cu(I)-

1N1O2S 



! xxi!

λ4N Energía de reorganización asociada a la reducción del 

complejo Cu(II)-4N para formar la especie Cu(I)-2N1O1S 

Met1 Residuo de metionina en la posición 1 de la secuencia de la 

proteína α-sinucleína 

Met5 Residuo de metionina en la posición 5 de la secuencia de la 

proteína α-sinucleína 

Met109 Residuo de metionina en la posición 109 de la secuencia de 

la proteína prion humana 

Met112 Residuo de metionina en la posición 112 de la secuencia de 

la proteína prion humana 

NMR Nuclear magnetic resonance 

OR Octarepeat region, fragment 60-91 of prion protein 

PrP     Proteína prion  

PrPC Isoforma celular de la proteína prion que se encuentra 

anclada a la membrana celular. 

PrPSc Isoforma scrapie de la proteína prion y agente infeccioso de 

las TSEs 

PrP(106-115) Fragmento 106KTNMKHMAGA115 de la proteína prion 

humana 

PrP(106-115)M109A  Fragmento  106KTNAKHMAGA115 

PrP(106-115)M112A  Fragmento  106KTNMKHAAGA115 

PrP(106-115)M109&M112A  Fragmento  106KTNAKHAAGA115 

ROS Reactive oxygen species 

TSEs      Transmissible spongiform encephalopathies  

XANES X-ray absorption near edge spectroscopy  

XAS X-ray absorption spectroscopy 

 

 

 

!
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1. Introducción. 

 

En los seres vivos las moléculas más abundantes que existen además del agua son las proteínas. 

En el interior de una célula, las proteínas y otras macromoléculas están presentes en una 

concentración de 300-400 mg/mL. El cuerpo humano contiene alrededor de 100,000 proteínas 

diferentes, que virtualmente, estimulan y/o controlan cada proceso químico de los que depende 

nuestra vida.1 Naturalmente existen veinte diferentes tipos de aminoácidos que conforman las 

proteínas, estos se combinan en diferente orden y número en una cadena polimérica para dar 

como resultado una proteína única. Después de su biosíntesis en el ribosoma, la mayoría de las 

proteínas son convertidas en estructuras compactas altamente plegadas, esto es, adquieren su 

estado nativo, el que les confiere su función biológica. Sin embargo, diversos factores pueden 

inducir un plegamiento incompleto, originando que ciertas regiones de las proteínas 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 

agregación y/o acumulación de las proteínas, con severas consecuencias para el funcionamiento 

de la célula.2 Existe amplia evidencia de que muchas enfermedades están asociadas con el 

plegamiento anómalo de proteínas. Algunas de estas enfermedades resultan del simple hecho de 

que la proteína no tiene un correcto plegamiento y por lo tanto no lleva a cabo adecuadamente su 

función.3  

Por otro lado, las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la presencia de un exceso 

o acumulación anormal de proteínas agregadas, que conduce a la perdida progresiva de la 

estructura y función de las neuronas y finalmente esto lleva a la muerte neuronal. Entre estos 

desordenes cognitivos, podemos encontrar las enfermedades de Parkinson y las Encefalopatías 

espongiformes transmisibles (TSEs, por sus siglas en Inglés). En estas dos enfermedades, 

proteínas que normalmente se encuentran solubles, se convierten en agregados insolubles que 

forman depósitos tóxicos extra y/o intracelulares en diversas regiones del cerebro.4 

Los depósitos amiloides en estas enfermedades son agregados de las proteínas α-sinucleína (AS) 

en el caso de Parkinson,5 y prion (PrP) en el caso de las TSEs.6 Además de las proteínas, en los 

agregados amiloidogénicos también se encuentra una alta concentración de metales como Fe, Cu 

y Mn. También se ha propuesto que en estas enfermedades ocurre un desbalance homeostático de 

los metales mencionados,7 esto último podría estar generando la acumulación de estos metales en 
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los depósitos amiloides. En las últimas décadas diversos estudios han demostrado cómo los iones 

metálicos pueden promover eventos conectados con la neurodegeneración.7-10   

La Tabla 1.1 lista varias enfermedades relacionadas con la agregación de proteínas y los iones 

metálicos que se han vinculado a su patogénesis. Como se puede notar, el ión Cu es un factor 

común involucrado en estas enfermedades. Actualmente se cuenta con amplia evidencia que 

demuestra que las proteínas AS y PrP coordinan Cu(II) con alta afinidad. Asimismo, a pesar de 

que la función fisiológica de estas proteínas aún no se ha descrito completamente, en cuanto a la 

proteína prion, muchas propuestas señalan que el cobre tiene un rol fundamental en su función.11-

13  

 

Tabla 1.1. Metales y proteínas vinculados en diversas enfermedades.  

Enfermedad Proteína Metal 

Alzheimer Péptido β amiloide / proteína tau Cu, Fe, Zn 

TSEs/Creutzfeldt-Jakob Prion Cu, Mn 

Parkinson α-sinucleína Cu, Fe, Mn 

Cataratas Cristalinas Cu, Fe 

Diabetes tipo 2 Péptido amilina Cu, Zn 

Esclerosis lateral amiotrófica  Superóxido dismutasa 1 Cu, perdida de Zn 

 

Otro común denominador que presentan las enfermedades neurodegenerativas es la participación 

de radicales libres y estrés oxidativo en su patogénesis.4, 14-15 Resulta muy importante destacar 

que el Cu(II) es un ión metálico que puede cambiar su estado de oxidación a Cu(I), por lo tanto 

los complejos que forma con las proteínas 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 cómo los complejos de Cu-AS y Cu-PrP 

pueden generar especies reactivas de oxígeno y las posibles implicaciones que esto genera.16-22 

Para entender a detalle esta reactividad y su implicación en las enfermedades, es necesario 

conocer a nivel molecular las especies de Cu(II) y Cu(I) involucradas en las reacciones, así como 

la reactividad que presentarán las especies de Cu(I) frente a oxígeno. En los últimos años, la 

coordinación de Cu(II) en las proteínas PrP y AS ha sido descrita con gran detalle,23-24 sin 

embargo, la naturaleza de las especies Cu(I)-AS y Cu(I)-PrP no se ha estudiado al mismo nivel.25-
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26 Aunado a esto, no se cuenta con el detalle molecular del mecanismo de la activación de 

oxígeno, ni de cómo se generan especies reactivas de oxígeno en estos complejos Cu(I)-proteína. 

Esto último debe ser de gran importancia, ya que conocer la naturaleza de los complejos Cu(I)-

proteína puede ayudarnos a entender tanto su reactividad, las implicaciones de ésta en la 

patogénesis de la enfermedad y si esta reactividad esta vinculada sólo con la patogénesis o 

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

 

En este trabajo se elucidó la coordinación de Cu(I) en el sitio de la His111 de la proteína prion, 

usando el fragmento PrP(106-115) como modelo, así como la reactividad del sitio frente a 

oxígeno. Este sitio es de gran interés ya que contiene en su secuencia el motivo MKHM que le 

confiere propiedades interesantes tanto para la coordinación de cobre como en su reactividad. El 

rol de los residuos de metionina cercanos al sitio de coordinación fue evaluado a detalle, tanto en 

la coordinación del metal, como en la reactividad del complejo frente a oxígeno.  

Por otro lado, en la proteína α-sinucleína se evaluó el sitio de coordinación de mayor afinidad de 

Cu(I), que se encuentra en la región N-terminal de la proteína. Este sitio contiene la secuencia 

MDVFM, que también presenta dos residuos de metionina que son importantes para la 

coordinación de Cu(I). Así mismo, también se evaluó el efecto que la acetilación del N-terminal 

tiene sobre la coordinación del ión metálico en este sitio. 
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2. Objetivos. 

 
Objetivo general. 

 

Evaluar la participación de los residuos de metionina en la coordinación de Cu en los sitios de 

la His111 de la proteína prion humana y el N-terminal de la proteína α-sinucleína, y evaluar 

la reactividad del complejo de Cu(I) en el sitio de la His111 de la proteína prion humana 

frente a oxígeno. 

 

Objetivos particulares. 

 

Coordinación de Cu en el sitio de la His111 de la proteína prion humana usando el fragmento 

PrP(106-115) como modelo del sitio. 

• Evaluar la participación de los residuos de metionina en la coordinación de Cu(II) en 

el complejo Cu(II)-His111. 

• Elucidar la naturaleza estructural del sitio de coordinación Cu(I)-His111. 

• Evaluar el efecto del pH sobre la coordinación del complejo Cu(I)-His111. 

• Estudiar la reactividad del complejo Cu(I)-His111 frente a oxígeno. 

 

Coordinación de Cu en el N-terminal de la proteína α-sinucleína. 

• Evaluar la participación de los residuos de metionina como ligando axial en la 

coordinación de Cu(II) en el complejo Cu(II)-AS(1-6). 

• Elucidar la coordinación del complejo Cu(I)-AS en el sitio del N-terminal de la 

proteína. 

• Evaluar el efecto de la acetilación del N-terminal sobre la coordinación del complejo 

Cu(I)-AS 
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3. Descripción general de la metodología. 

 
Estudio de la coordinación de Cu al sitio de His111 de la proteína prion humana. * 

 

• El fragmento peptídico KTNMKHMAGA, que corresponde al fragmento PrP(106-115) en 

la secuencia de la proteína prion humana, fue sintetizado por síntesis en fase sólida. Este 

fragmento se usó para evaluar la coordinación de Cu en el sitio de la His111. 

 

• Se sintetizaron además 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 coordinación de Cu en 

el sitio de la His111. 

 

• Se  evaluó la coordinación de Cu en el sitio de la His111 de la proteína prion humana en los 

fragmentos arriba mencionados, usando las técnicas de espectroscopia de absorción de 

rayos X (XAS, por sus siglas en Inglés) y resonancia magnética nuclear (NMR, por sus 

siglas en Inglés). 

 

• Se evaluaron los ligandos que participan en el complejo de coordinación Cu(I)-PrP(106-

115), usando la Teoría de funcionales de la densidad (DFT, por sus siglas en Inglés), por 

medio de cálculos de estructura electrónica. Los resultados teóricos fueron comparados con 

los obtenidos por las técnicas experimentales. 

 

• Una vez elucidada la estructura del complejo de coordinación Cu(I)-PrP(106-115), se 

estudió la reactividad del sitio por medio de experimentos cinéticos seguidos por absorción 

electrónica en la región UV-Vis. 
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Estudio de la coordinación de Cu en el N-terminal de la proteína α-sinucleína. * 

 

• Se evaluó la participación de los residuos de metionina (M1 y M5), como ligandos 

axiales, en la coordinación de Cu(II) en el fragmento AS(1-6) de la proteína α-sinucleína 

usando DFT, por medio de cálculos de estructura electrónica.  

 

• Se elucidó la coordinación de Cu(I) en el sitio N-terminal de la proteína α-sinucleína 

mediante XAS, para esto se usaron tanto fragmentos peptídicos, como la proteína 

completa. 

 

• Se evaluaron los ligandos que participan en el complejo de coordinación Cu(I)-AS, 

usando DFT, por medio de cálculos de estructura electrónica. Los resultados obtenidos 

fueron comparados con los experimentales.  

 

• Se evaluó el impacto de la acetilación del N-terminal de la proteína α-sinucleína en la 

coordinación de Cu(I) mediante XAS y DFT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* La información detallada de las técnicas usadas, así como de la preparación de las muestras 

se encuentra en la sección 10, Materiales y Métodos.!
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4. Coordinación de Cu al sitio de la His111 en la proteína prion humana. 

 
4.1. Antecedentes. 
4.1.1. Encefalopatías espongiformes transmisibles (TSEs). 

 
Las enfermedades de la prion son un grupo de enfermedades neurodegenerativas fatales que 

comparten un agente patogénico común. Son causadas por la acumulación de la isoforma resistente 

a las proteasas de la proteína prion celular (PrPC), llamada prion scrapie (PrPSc).1-2 El mecanismo 

exacto de cómo la PrPSc causa neurodegeneración y muerte celular aún no se conoce. Sin embargo, 

se ha propuesto que la PrPSc es una forma amiloide que se auto propaga en las células, actuando 

como plantilla que recluta nuevos monómeros de PrPC los cuales adquieren un alto contenido de 

hoja β y esto conduce al nacimiento de una nueva PrPSc.2 Este cambio estructural viene 

acompañado de grandes cambios en la PrPC. A diferencia de la PrPC, la PrPSc es insoluble en 

detergentes no desnaturalizantes y es resistente a la degradación por proteasas.3-4    

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, esporádicas o 

adquiridas por contagio,5 en las cuales, los afectados manifiestan entre otros síntomas, 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 proteína PrPC.6-8 Se han identificado hasta 20 

diferentes mutaciones relacionados con los casos hereditarios de estas enfermedades.9  

Las formas esporádicas comprenden la mayoría de los casos de la enfermedad de Creutzfeldt-

Jakob, aproximadamente el 85 % de los casos reportados.10 En estos pacientes no se han 

encontrado mutaciones en el gen de la PrPC, y hasta la fecha, aún no se sabe cómo surgen las 

formas esporádicas. Las hipótesis incluyen: transmisión de priones de humanos o animales, 

mutaciones somáticas o la espontanea conversión de la PrPC en la PrPSc.5, 11 

Entre las enfermedades priónicas adquiridas por transmisión se encuentra la enfermedad de Kuru, 

que fue desarrollada entre individuos de Nueva Guinea que practicaban el canibalismo en 

rituales,12 esta enfermedad declinó después de que estos rituales dejaron de practicarse.9 También 

se encuentran las causadas por intervenciones quirúrgicas que incluían material contaminado con 
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priones, por ejemplo, en trasplantes de corneas y glándula pituitaria. Por último, casos atípicos 

reportados en adolescentes y adultos jóvenes en los años 90’s, fueron relacionados con el contagio 

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

 

Tabla 4.1. Enfermedades de la prion.9 

Enfermedad Mecanismo de patogénesis 

Enfermedades en humanos 

Kuru  Infección a través del ritual de canibalismo. 

Creutzfeldt-Jakob iatrogénica Infección por tejidos contaminados con prion. 

Variante de Creutzfeldt-Jakob Infección a partir de prion bovina. 

Creutzfeldt-Jakob familiar Mutación en la PrP (E200K). 

Gerstmann-Straussler-Scheinker Mutación en la PrP (P102L). 

Insomnio fatal familiar Mutación en la PrP (D178N, M129). 

Creutzfeldt-Jakob esporádica ¿Espontanea conversión de PrPC a PrPSc? 

Enfermedades en animales 

Scrapie (Ovejas) Infección en ovejas genéticamente susceptibles. 

Encefalopatías espongiformes bovinas 

(Ganado)  

Infección por alimento contaminado de prion, 

hecho de carne y huesos. 

 

Independientemente de la etiología, las enfermedades de la prion se identifican por la deposición 

de placas parecidas a las amiloides, formadas por PrPSc, perdida de neuronas por apoptosis, 

proliferación de astrocitos y microglía, así 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 encefalopatías espongiformes transmisibles (TSEs, por sus siglas en Inglés).13 
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4.1.2. Proteína prion (PrP). 

 

La proteína prion fue identificada por primera vez en la búsqueda del agente infeccioso de las TSEs 

en la década de los 80’s.1 En esa búsqueda se identificó que el agente infeccioso scrapie es una 

proteína que se acumula en el cerebro en forma fibrilar. Después de ser tratado con proteinasa K la 

mínima unidad del agente infeccioso presentó una masa de 27-30 kDa y fue llamado PrPSc.5  La 

secuenciación de la fracción de 27-30 kDa permitió la identificación del gen celular Prnp que 

codifica para esa proteína. También se identificó que este gen se encuentra en la misma cantidad 

tanto en cerebros afectados como en los sanos.14 La proteína que se encuentra en los tejidos sanos 

fue identificada como PrPC y su secuencia fue obtenida en 1986.15 En estos estudios también se 

identificó que el gen de la proteína prion se encuentra en mayor cantidad en el cerebro, a 

comparación de otros tejidos, y que tanto la PrPC como la PrPSc contienen la misma secuencia; por 

lo tanto, se propuso que la PrPSc y la PrPC son isoformas de la misma proteína con diferente 

conformación.3-5, 16 

Numerosos estudios han sido realizados para identificar las propiedades de la PrPSc, así como su 

mecanismo de propagación.4, 17-20 Las características de la PrPC y PrPSc difieren mucho, por 

ejemplo, la PrPC es degradada por la digestión con proteinasa K, mientras que en la PrPSc sólo se 

remueven los primeros 67 aminoácidos del N-terminal para formar el fragmento resistente de 27-

30 kDa. Por otro lado, la PrPC se solubiliza en presencia de detergentes, mientras que la isoforma 

PrPSc, polimeriza en fibras tipo amiloide.5   

Estudios sobre la isoforma celular de la proteína prion, han establecido que la PrPC (Figura 4.1) es 

una glicoproteína de ~ 250 aminoácidos 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).3, 21 Su estructura fue determinada en los 

años 90’s mediante resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en Inglés).22-24 Ésta 

contiene dos regiones (N-terminal y C-terminal) que se distinguen claramente: la región del C-

terminal es estructurada y la región del N-terminal no tiene una estructura secundaria definida.  

Después de un proceso proteolítico en el N- y C-terminal la PrPC humana consiste de 209 

aminoácidos, que incluye los residuos 23-231.3 La región estructurada del C-terminal contiene tres 

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

pequeñas hoja-β antiparalelas en los residuos 128-131 y 161-164. Por otra parte, en la región N-
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terminal de la proteína (residuos 23-126), se encuentran cuatro repeticiones de un octapéptido con 

secuencia PHGGGWGQ, que es conocido como la región octarepeat (OR), (residuos 60-91) y se 

encuentra altamente conservada en mamíferos. La región 92-126, conocida como región non 

octarepeat, es de particular interés, ya que el fragmento 106-126 posee propiedades similares a la 

PrPSc, la secuencia de esta región es altamente conservada entre las diferentes especies y se ha 

sugerido como uno de los dominios claves para la conversión de la  PrPC a la PrPSc. Este fragmento 

es capaz de generar fibras, es neurotóxico en cultivos celulares in vitro 25 y en la retina in vivo,26-27 

además de presentar resistencia a las proteasas.28 

 

 
Figura 4.1. A. Representación esquemática de la PrPC, mostrando un alineamiento de secuencias de 

diversas especies en la región octarepeat y non octarepeat. B. Modelo de la proteína PrPC. 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 función de la proteína 

PrPC. Diversos estudios se han realizado y existen varias propuestas acerca de la función 

fisiológica de la proteína.30-33 El hecho de que la PrPC sea expresada en más altos niveles en 

neuronas que en otros tipos de células, sugiere que esta proteína tiene especial importancia para 

la actividad que se lleva a cabo en las neuronas. 
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La localización de la PrPC en la superficie externa de las neuronas y la regulación de su 

expresión, sugieren un rol en reconocimiento celular o adhesión celular. Esta hipótesis es 

soportada por estudios en neuroblastos, los cuales muestran un aumento importante en los niveles 

de expresión de la PrPC cuando están en las condiciones de diferenciación a neuronas.5, 34 Así 

mismo, diversos estudios señalan que la PrPC juega un papel importante en la transducción de 

señales,35 o en funciones alostéricas, implicadas en procesos de señalización.36-37 

También se ha propuesto que puede tener un rol en la regulación de la apoptosis neuronal, 

inhibiendo la muerte celular inducida por la proteína pro-apoptótica Bax. En ese mismo estudio, 

se identificó que el efecto neuroprotector se inhibe parcial o totalmente si no esta presente la 

región OR, o con las mutaciones D178N y T183A, asociadas a enfermedades familiares.38 

Aunado a esto, la función neuroprotectora también se ha relacionado con las defensas 

antioxidantes celulares, ya que en la ausencia de PrPC se observa un incremento en la oxidación 

de lípidos y proteínas y se reduce la actividad superóxido dismutada (SOD) en la célula.31, 39 

Por otro lado, estudios en extractos de cerebro de ratones que no contienen el gen que codifica 

para la expresión de la PrPC, muestran una reducción 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 PrPC puede existir como una Cu-metaloproteína in vivo,40 encargada de 

captar Cu del medio extracelular y ayudar en la regulación de la distribución del metal en la 

célula o en compartimentos intracelulares. Esto también puede explicar por que, en ausencia de la 

PrPC se reduce la actividad SOD.41 Más aún, se propuso que la misma PrPC al coordinar Cu, 

podía funcionar como SOD.42-43 

El ión Cu, si se encuentra libre, puede catalizar la generación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS, por sus siglas en Inglés), por lo tanto, si la PrPC funciona como una Cu-metaloproteína, al 

quelar al ión Cu, contribuiría a la protección de células que son sensibles al daño oxidativo. De 

hecho se ha identificado que la expresión de la PrPC proporciona resistencia a la toxicidad de Cu 

y estrés oxidativo en la célula.32, 41 

También se ha propuesto que la PrPC, no solo coordina iones Cu, sino que también desempeña 

una función en el metabolismo del ión metálico, ya que en presencia de Cu, se estimula la 

endocitosis reversible de la PrPC. Esta captación y distribución del Cu que lleva a cabo la PrPC se 

ha propuesto que es importante en la homeostasis del metal.37, 44-45 
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4.1.3. Coordinación de cobre a la proteína prion humana. 

 

A partir de que se identificó la capacidad de la proteína PrPC para coordinar Cu in vivo, y 

diferentes estudios demostraron que esta coordinación puede formar parte de su función 

fisiológica,  el estudio de la unión de Cu a la proteína PrPC generó gran interés. En los últimos 15 

años la coordinación de Cu(II) a la proteína PrP ha sido ampliamente estudiada. Actualmente 

sabemos que la proteína PrP humana coordina hasta seis iones de Cu(II) en la región del N-

terminal, cuyos sitios de anclaje son los residuos de histidina en las posiciones 61, 69, 77, 85, 96 

y 111, véase Figura 4.1.46-47  

En la región OR, es decir, el fragmento 60-91, el modo de coordinación de Cu(II) es altamente 

dependiente de la concentración del metal y del pH. Usando una combinación de técnicas y 

métodos como, resonancia paramagnética electrónica (EPR, por sus siglas en Inglés) banda X y 

banda S, electron spin echo envelope modulation (ESEEM, por sus siglas en Inglés), 

cristalografía de rayos X y diseño de péptidos, se demostró que a bajas concentraciones del metal 

la coordinación de Cu(II) es a través de múltiples residuos de His; este modo de coordinación fue 

llamado Componente 3 o Cu(II)-OR (Figura 4.2).48 Por otro lado, cuando la concentración del 

metal aumenta, se favorece un intermediario con un menor contenido de residuos de His en la 

esfera de coordinación. Por último, a mayor concentración del ión metálico, cada octapéptido 

puede coordinar un ión de Cu(II) con un modo de coordinación ecuatorial 3N1O, el cual es 

identificado como Componente 1 o Cu(II)4-OR, Figura 4.2.47-50 En este último, el sitio de enlace 

involucra los residuos HGGGW, y el ión metálico es anclado por medio del nitrógeno imidazol 

de la cadena lateral de la His, mientras que la esfera de coordinación es completada por dos 

amidas desprotonadas y un oxígeno del grupo carbonilo de la cadena peptídica, 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 coordinación de Cu(II) en los diferentes sitios de His de la proteína PrP. El cuadro 

rojo contiene los modos de coordinación propuestos para la región 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 región conocida como non octarepeat se encuentran otros dos residuos de His en las 

posiciones 96 y 111 que también coordinan Cu(II). En el sitio de la His96, estudios 

experimentales y teóricos demostraron que el Cu(II) se enlaza al fragmento 92-96 (secuencia 

GGGTH) involucrando el nitrógeno imidazol de la His96 y amidas desprotonadas de la cadena 

peptídica que preceden a la His. Este sitio de coordinación es altamente dependiente del pH y 

puede adoptar los modos de coordinación 3N1O y 4N. El modo 4N contiene, además del 

nitrógeno imidazol de la His96, tres amidas desprotonadas provenientes de la misma histidina, 

Thr95 y Gly94. En la forma protonada del complejo (modo 3N1O), la amida de la Gly94 es 

remplazada por un ligando oxígeno. Experimentos de EPR usando agua enriquecida con 17O, en 

combinación con cálculos de estructura electrónica, demostraron que el ligando oxígeno no 

proviene de una molécula de agua, sino que proviene de la misma cadena peptídica.53 Las 
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especies 3N1O y 4N presentan un pKa de 7.7, por lo tanto, ambas especies pueden coexistir a pH 

fisiológico.47, 51, 54 (Figura 4.2)     

Respecto a la coordinación de Cu(II) en el sitio de la His111, (secuencia KTNMKHM) se han 

realizado numerosos estudios. Usando calorimetría, potenciometría, absorción electrónica, 

dicroísmo circular (CD, por sus siglas en Inglés), EPR y NMR se llegó al consenso de que el 

Cu(II) está coordinado por el nitrógeno 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 Met112 pudieran 

participar como ligando ecuatorial o axial fueron temas ampliamente discutidos.47, 55-58  

Un estudio teórico-experimental, demostró que existen dos estados de protonación del complejo 

de Cu(II) coordinado a la His111 en el fragmento 106-115. Estos dos modos de coordinación se 

encuentran en equilibrio con un pKa de 7.5, e involucran la desprotonación de la amida de la 

Met109 para pasar de un modo de coordinación 3N1O a pH bajo, a un modo de coordinación 4N 

a un pH mayor (Figura 4.2). También, haciendo uso de péptidos sintéticos en los que se 

remplazaba la Met109 y Met112 se evaluó la participación de los grupos tioéter en la 

coordinación del Cu(II). Se determinó 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 3N1O.52  

Para cada sitio de coordinación de Cu(II) en la proteína PrP se han medido varias constantes de 

disociación. Para el Componente 3 de la región OR, se han reportado valores de Kd en un rango 

que va de 0.1 a 20 nM,59-61 similarmente, en los sitios de la His96 y la His111 se han medido Kd’s 

en un rango de 20 a 100 nM.49, 60, 62 Finalmente el Componente 1 en la región OR, ha sido 

propuesto como el sitio de menor afinidad con valores de Kd reportados de 100 nM hasta 12 

µM.40, 59-60, 63 De acuerdo a estos valores, a baja concentración de Cu(II) (nM), la PrPC puede 

coordinar hasta tres iones Cu(II), mientras que a altas concentraciones del metal (µM) puede 

coordinar hasta seis iones de Cu(II). 

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

redox,42, 64-69 por lo tanto la PrP puede tener la capacidad de coordinar también Cu(I). 

Mientras que la coordinación de Cu(II) en la PrP ha sido ampliamente descrita, estudios de la 

coordinación de Cu(I) y su naturaleza son limitados.69-71 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 coordinación de Cu(I) y 

promover una reactividad redox interesante en este sitio. De hecho, estudios de absorción 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 7.4.69 Sin embargo, a este 

pH, los espectros de EXAFS pueden tener contribuciones de diferentes estados de protonación del 

complejo. Se sabe que a pH 7.4 hay una mezcla de las especies Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N, pero 

no se sabe si cuando estas especies se reducen conducen a un mismo complejo de coordinación 

con Cu(I) o a una mezcla de especies. Esta situación puede hacer que la asignación del modo de 

coordinación con Cu(I) sea ambigua.  

A lo largo de este capítulo, se describirá el estudio de los modos de coordinación involucrados en 

el enlace de Cu(I) al fragmento 106-115 de la proteína PrP humana, empleando diferentes 

técnicas espectroscópicas (XAS y NMR) en combinación con cálculos de estructura electrónica. 

También se explican las propiedades de coordinación del Cu a este fragmento por medio de un 

estudio seguido a diferentes valores de pH, esto último permitió la identificación de especies de 

Cu(I) que pueden ser fisiológicamente relevantes. El uso de péptidos sintéticos para estudiar  la 

coordinación de Cu a la proteína PrP ha sido una herramienta ampliamente usada, ya que los 

sitios de coordinación de Cu en el N-terminal de la proteína se encuentran en la región no 

estructurada. Por tanto, los fragmentos sintéticos reproducen y modelan los complejos de Cu 

formados en  la proteína completa. En este trabajo, se ha utilizado el fragmento 106-115 (con 

secuencia KTNMKHMAGA) de la proteína prion humana para estudiar las propiedades de 

coordinación de Cu(II) y Cu(I) en el sitio de la His111. 
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4.2. Resultados. 

4.2.1. Espectroscopía de absorción de rayos X del complejo Cu(II)-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 sección 10, Materiales y Métodos), en los que las metioninas 109 y 

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

desempeñan en la coordinación del metal.  

La Figura 4.3 muestra la caracterización de los complejos de Cu(II) con los péptidos PrP(106-

115) y sus variantes de Met-Ala por medio de absorción electrónica en la región UV-Vis y CD. 

Las señales que se obtuvieron a pH 6.5 y 8.5 son las características de los modos de coordinación 

3N1O y 4N, respectivamente, y reproducen a las descritas previamente para este complejo.52  

 

 
Figura 4.3. Espectros característicos de absorción electrónica en la región UV-Vis y CD de los complejos 

Cu(II)-PrP(106-115) y sus variantes Met-Ala a pH 6.5 y 8.5. 
A continuación, estos complejos fueron analizados usando absorción de rayos X (XAS, por sus 

siglas en Inglés). Esta técnica es específica para cada elemento, cada “edge” o la primera señal 
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intensa del espectro, resulta de la absorción de energía, igual o mayor a la energía de enlace del 

electrón, para llevar a cabo una transición electrónica que sea permitida por dipolo eléctrico 

(transición s!p). El edge se nombra de acuerdo a la capa electrónica donde es originada la 

transición. La Figura 4.4 muestra de forma representativa las transiciones que originan los K- y 

L-edges, así como los valores de energía necesaria para estas transiciones en los átomos de Cu y 

Fe. De esta forma, Cu K-edge significa que se provee suficiente energía al sistema (~ 9000 eV, en 

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

 

 
Figura 4.4. Representación esquemática de los K- y L-edges, así como sus valores para los átomos de Cu 

y Fe.  
 

La Figura 4.5 muestra los espectros característicos de XAS. El edge puede observarse y analizarse 

en la región del espectro llamada XANES (X-ray absorption near edge spectroscopy). Por otro 

lado, la región del espectro llamada EXAFS (Extended X-ray absorption fine structure) es 

generada por la dispersión múltiple del electrón que sale de la capa de valencia del átomo, 

(orbital 4p, en el caso del Cu), e interactúa con átomos vecinos (los que se encuentren más cerca). 

Finalmente la transformada de Fourier del espectro EXAFS, nos permite observar la distribución 

radial de los átomos.72 A partir de estos espectros podemos obtener información de la 

coordinación alrededor de un ión metálico en particular. 
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Figura 4.5. Representación del espectro de XAS y de las regiones XANES y EXAFS que lo conforman, así 

como sus espectros característicos. A partir de estos espectros se puede obtener información electrónica y 

geométrica de la coordinación alrededor de un ión metálico. 
 

La Figura 4.6 muestra el espectro Cu K-edge de los complejos Cu(II)-PrP(106-115) (negro), 

Cu(II)-PrP(106-115)M109A (verde), Cu(II)-PrP(106-115)M112A (rojo) y Cu(II)-PrP(106-

115)M109&M112A (azul)  a pH 6.5 y 8.5. La señal extremadamente débil a 8979 eV en los 

espectros XANES es asociada a la transición electrónica 1s!3d que ocurre en el ion Cu(II) con 

configuración d9, esta señal aunque es prohibida por las reglas de selección, 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 están 

involucrados en la coordinación 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(II)-PrP(106-115) (línea negra), Cu(II)-PrP(106-115)M109A (línea verde), Cu(II)-

PrP(106-115)M112A (línea roja) y Cu(II)-PrP(106-115)M109&M112A (línea azul). pH 6.5 (A-C) y 8.5 

(D-F). 

 

La forma del espectro XANES, depende del estado de oxidación del metal, del número de 

coordinación (con un error de ± 25 %), de la covalencia del sitio y de la simetría del sistema, así, 

a partir del espectro XANES podemos obtener información estructural. Por otra parte, el espectro 

EXAFS es realmente el promedio de ondas senoidales producidas por la múltiple dispersión que 

lleva a cabo el electrón al chocar con átomos que se encuentren en la vecindad. A partir del 

espectro EXAFS es posible obtener información de distancias de enlace (con un error de ± 0.02 

Å), número de coordinación y tipos de ligandos (dentro de z = ± 1), todo esto, dentro de los 

primeros 6 Å que rodean al metal bajo estudio. Para obtener la información geométrica, es 

necesario obtener el ajuste del espectro y para ello se necesita hacer la deconvolución de la señal 

del espectro EXAFS en el total de sus componentes. 

La Figura 4.7 muestra un ejemplo del ajuste de los espectros EXAFS de los complejos Cu(II) con 

el péptido PrP(106-115) y sus variantes Met-Ala. Los parámetros obtenidos para los mejores 

ajustes están listados en la Tabla 4.2. Como se puede observar, los complejos de Cu(II) con el 

péptido PrP(106-115) y sus variantes Met-Ala corresponden a complejos tetracoordinados, que 

contienen en su esfera de coordinación nitrógenos u oxígenos, con distancias Cu-ligando entre 

1.96 y 1.98 Å (Tabla 4.2). Estos resultados están 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 

átomos con numero atómico z = ± 1, no es posible hacer una distinción entre átomos como el 

nitrógeno y el oxígeno, por eso no se ve reflejado el efecto del pH. Sin embargo, la diferencia 

entre los modos 3N1O y 4N son claramente observadas por CD (Figura 4.3).      

 

 
Figura 4.7. Espectro EXAFS representativo (A) y su transformada de Fourier (B) (línea negra) de Cu(II)-

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

 

Tabla 4.2. Ajuste de los espectros de EXAFS de los complejos Cu(II)-PrP(106-115) y sus variantes Met-

Ala  a pH 6.5 y 8.5. 

                     Distancias (Å) 
Cu(II)-Complejo Coord. pH 6.5     pH 8.5 
Cu(II)-PrP(106-115) 4    Cu-O/N 1.96 1.97 
Cu(II)-PrP(106-115)M109A 4    Cu-O/N 1.96 1.96 
Cu(II)-PrP(106-115)M112A 4    Cu-O/N 1.97 1.98 
Cu(II)-PrP(106-115)M109&M112A 4    Cu-O/N 1.97 1.96 

 

En resumen, el complejo Cu(II)-PrP(106-115) corresponde a un complejo tetracoordinado, en el 

cual no participan los azufres de la Met109 y Met112 como ligandos axiales, y la coordinación 

del metal esta dada únicamente por ligantes de nitrógeno y oxígeno. 
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4.2.2. Validación teórica de los modelos 3N1O y 4N en la coordinación de Cu(II) al sitio de la 

His111. 

 

Para comprobar que los modelos teóricos Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N pueden describir la 

coordinación del complejo Cu(II)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5, los modelos 3N1O y 4N, 

previamente reportados52 fueron reoptimizados (ver sección 10, Materiales y Métodos) y 

utilizados para simular el espectro de EXAFS del complejo Cu(II)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5. 

El promedio de las distancias de enlace en los modelos 3N1O y 4N es 1.99 y 1.96 Å, 

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 teóricos (C y F) usados para simular el espectro EXAFS (línea 

negra) a ambos valores de pH. Aunque los modelos contemplan solo una molécula, sin considerar 

los efectos del solvente o la interacción con otros complejos, el ajuste hecho a partir de los 

modelos teóricos (línea roja punteada) muestra un buen acuerdo con los datos experimentales, 

validando los modelos 3N1O y 4N propuestos para la coordinación de Cu(II) en el sitio de la 

His111. 

 
Figura 4.8. Datos de EXAFS y su transformada de Fourier de los complejos Cu(II)-PrP(106-115) a pH 6.5 

(A y B) y 8.5 (D y E) (línea negra) y sus simulaciones (línea roja punteada) usando las estructuras 

reoptimizadas Cu(II)-3N1O (C) y Cu(II)-4N (F).    
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4.2.3. Espectroscopía de absorción de rayos X del complejo Cu(I)-PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5. 

 

Una vez determinado el rol de las metioninas en la coordinación de Cu(II) en el sitio de la 

His111, se realizó el estudio por medio de XAS de la coordinación de Cu(I) al fragmento 

PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5. Para identificar el rol de la Met109 y Met112 en la coordinación de 

Cu(I), también se utilizaron los péptidos que contienen las variantes de Met-Ala. Los compuestos 

de Cu(I) fueron preparados a partir de la reducción de los compuestos de Cu(II) con ascorbato de 

sodio, en condiciones anaeróbicas; el porcentaje de reducción de los complejos de Cu(II) fue 

determinado por EPR. La Figura 4.9 muestra los espectros de los complejos Cu(II)-péptido 

(líneas sólidas) y de los complejos reducidos con ascorbato (líneas punteadas). Como se puede 

observar, los complejos de Cu(II) fueron reducidos completamente; de hecho, la cuantificación 

de espín de los espectros de EPR de los complejos reducidos indican una reducción ≥ 97 %. 

 
Figura 4.9. Espectros de EPR de los complejos Cu(II)-péptido (líneas sólidas) y después de adicionar 100 

Eq de ascorbato en condiciones anaeróbicas (líneas punteadas) a pH 6.5 (A) y 8.5 (B). La cuantificación 

de espín muestra menos del 3 % de Cu(II) en los complejos reducidos. 

 

Los complejos reducidos fueron analizados por XAS. La Figura 4.10 muestra los espectros de Cu 

K-edge, XANES, EXAFS y la transformada de Fourier del EXAFS de los complejos Cu(I)-péptido 

a pH 6.5 y pH 8.5.  
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Los espectros XANES (Figura 4.10, A) muestran una intensa señal a 8984 eV, asociada con la 

transición electrónica 1s!4p, característica de los complejos de Cu(I) y permitida por dipolo 

eléctrico.73 También, de la misma figura, se puede observar que el espectro del complejo Cu(I)-

PrP(106-115) presenta grandes cambios en función del pH. A pH 6.5 el espectro de EXAFS (línea 

negra) exhibe una intensidad mayor en comparación con el espectro a pH 8.5 (línea roja). 

Asimismo, a diferencia de los complejos con Cu(II), los espectros de los complejos Cu(I)-péptido 

muestran cambios drásticos cuando las metioninas son remplazadas por alaninas (Figura 4.11). 

Estos resultados indican claramente que la coordinación de Cu(I) al sitio de la His111 es 

dependiente del pH y de la presencia de los residuos de metionina.  

 

Figur

a 4.10. Espectros XANES (A), EXAFS (B) y transformada de Fourier del EXAFS (C) del complejo Cu(I)-

PrP(106-115) a pH 6.5 (línea negra) y pH 8.5 (línea 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) (línea negra) y las variantes M109A y M112A (líneas roja y 

verde) muestran la señal característica de complejos tetracoordinados, mientras que el complejo 

Cu(I)-PrP(106-115)M109&M112A (línea azul), muestra un espectro con la forma característica 

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 están involucradas en la coordinación de Cu(I). 

De la misma forma, la intensidad en la transformada de Fourier a pH 6.5 (Figura 4.11 C) se ve 

drásticamente reducida en los complejos que contienen las variaciones Met-Ala en comparación 

al complejo Cu(I)-PrP(106-115). Estos cambios son aún más pronunciados en el péptido sin 

metioninas (línea azul), y son indicativos de una disminución en la contribución de ligandos 

basados en azufre en la esfera de coordinación. 
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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(I)-PrP(106-115) (línea negra), Cu(I)-PrP(106-115)M109A (línea verde), Cu(I)-PrP(106-

115)M112A (línea roja) y Cu(I)-PrP(106-115)M109&M112A (línea 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, líneas negra, verde y 

roja). La intensidad similar de los espectros indica que los complejos tienen el mismo contenido 

de azufre en su esfera de coordinación. Solo el complejo de Cu(I) con el péptido que carece  de 

las dos metioninas (M109&M112A), en el cual no hay la posibilidad de coordinación 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 coordinación de Cu(I). 

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 parámetros están listados en la Tabla 4.3. Los ajustes de los 

datos experimentales fueron determinados seleccionando el modelo que tiene los valores más 

bajos para el parámetro Fn (goodness of fit parameter) y además cumple con el análisis de la 

suma del enlace de valencia (BVS, por sus siglas en Inglés).74-76 En este análisis el valor del BVS 

debe ser, idealmente, igual al estado de oxidación del metal. (Ver sección 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(I)-

PrP(106-115) a pH 6.5 (A y B) y 8.5 (C y D). Los datos experimentales están mostrados en líneas negras, 

mientras que los ajustes en líneas 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 (Å) Fn BVS 

6.5 2    Cu-O/N 2.17 0.579 0.98 2    Cu-S 2.37 

8.5 
1    Cu-N/O 1.97 

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

 

A pH 6.5, el mejor ajuste es logrado al contemplar en la esfera de coordinación dos átomos de 

azufre a 2.37 Å y dos ligandos de nitrógeno u oxígeno a 2.17 Å. La naturaleza tetracoordinada 

del complejo es soportada por el análisis BVS cuyo valor es 0.98. Si se considera una especie 

tricoordinada con dos átomos de azufre a 2.35 Å y un ligando nitrógeno u oxígeno a 2.15 Å, el 

valor del BVS es de solo 0.82. 

A pH 8.5, la menor intensidad en la señal del espectro EXAFS del complejo Cu(I)-PrP(106-115) 

(Figura 4.11, E y F) es mejor modelada con un número menor de átomos de azufre, a 

comparación 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 Å y tres ligandos nitrógenos u oxígenos que exhiben un enlace corto Cu(I)-N/O a 

1.97 Å y dos enlaces largos Cu(I)-2N/O a 2.15 Å, (Tabla 4.3). Igualmente, el análisis del BVS 

está en mejor acuerdo con una estructura tetracoordinada (BVS = 1.10) en comparación con un 

complejo tricoordinado con un enlace Cu(I)-S a 2.35 Å y dos enlaces Cu(I)-2N/O a 2.15 Å, (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 información 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 (1H) y dos dimensiones (1H-13C, HSQC, 

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 Biología Estructural, Química y Biofísica Molecular de Rosario, 

Argentina, bajo la asesoría del Dr. Claudio O. Fernández. 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 coordinación de Cu(I) al fragmento PrP(106-115); de ahí la 

importancia de presentarlos aquí. 

Los experimentos 1H-13C, HSQC fueron hechos con el péptido PrP(106-115) en ausencia y 

presencia de 0.8 Eq de Cu(I) a pH 6.5 y 8.5 (Figuras 4.13 y 4.14). Un análisis detallado de los 

datos de HSQC muestra que a ambos valores de pH las señales Cα-Hα más afectadas 

corresponden a las señales de His111 y Lys110, mientras que las señales correspondientes a los 

pares Cβ-Hβ, Cγ-Hγ, Cδ-Hδ y Cε-Hε más afectadas se encuentran en los residuos de His111, 

Met109 y Met112(Figuras 4.13 y 4.14 A, sección 10, Materiales y Métodos). En general, a partir 

de estos experimentos podemos decir que el Cu(I) esta en la cercanía de la cadena peptídica 

alrededor de los residuos de His111 y Lys110 y cerca de las cadenas laterales pertenecientes a la 

Met109, Met112 e His111. 
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Figura 4.13. Espectro 1H-13C HSQC del péptido PrP(106-115) (negro) y del complejo Cu(I)-PrP(106-115) 

(rojo) a pH 6.5. Cα-Hα (A), Cβ-Hβ, Cγ-Hγ, Cδ-Hδ y Cε-Hε (B). 

 

 
Figura 4.14. Espectro 1H-13C HSQC del péptido PrP(106-115) (negro) y del complejo Cu(I)-PrP(106-115) 

(rojo) a pH 8.5. Cα-Hα (A), Cβ-Hβ, Cγ-Hγ, Cδ-Hδ y Cε-Hε (B). 

 

Experimentos de NMR de 1H a pH 6.5 y 8.5 del péptido PrP(106-115) y del complejo Cu(I)-

PrP(106-115) se muestran en la Figura 4.15. La región aromática corresponde a la zona de 6.9 a 
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8.1 ppm, mientras que la región alifática comprende de 1.9 a 2.4 ppm. La línea negra corresponde 

al espectro 1H de NMR del péptido y la línea roja al espectro del complejo de Cu(I) a pH 6.5 

(Figura 4.15 A) y 8.5 (Figura 4.15 B). A pH 6.5 los desplazamientos químicos asociados a los Hε 

de la Met109 y Met112 se ven claramente afectados en presencia de Cu(I), éstas sufren un 

ensanchamiento y un desplazamiento a frecuencia alta de 0.15 ppm (señal asociada a la Met112) 

y 0.23 ppm (señal asociada a la Met109). En acuerdo con los datos de XAS, los datos de NMR 

indican que a pH 6.5 el Cu(I) esta coordinado por ambos residuos de metionina. A su vez, la 

región aromática del espectro muestra un ensanchamiento y un desplazamiento a frecuencia baja 

de las señales asociadas a los protones Hε (0.12 ppm) y Hδ (0.04 ppm) de la His111 en presencia 

de Cu(I). Este resultado indica que a pH 6.5 el nitrógeno imidazol de la His111 participa en la 

coordinación de Cu(I). 

 

 
Figura 4.15. Espectro 1H NMR del péptido PrP(106-115) (línea negra) y del complejo Cu(I)-PrP(106-115) 

(línea roja). pH 6.5 (A) y 8.5 (B). Las líneas negras indican los desplazamientos químicos de los protones 

Hε de las metioninas y de los protones Hε y Hδ de la histidina en el complejo de Cu(I). Las flechas grises 

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

 

A pH 8.5, en la región alifática del espectro (Figura 4.15 B), los desplazamientos químicos 

asociados a los protones Hε de la Met109 y Met112 sufren un ensanchamiento y un 

desplazamiento a frecuencia alta (0.12 ppm en la señal de la Met112 y 0.21 ppm en la señal de la 

Met109) en presencia de Cu(I). En la región aromática, las señales asociadas a los Hε y Hδ de la 

His111 también sufren un ensanchamiento y un desplazamiento a frecuencia alta en el complejo 
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de Cu(I). El efecto del metal sobre las señales de la His111 sugiere que a pH 8.5 el nitrógeno 

imidazol de la His111 está participando en la coordinación del metal. Sin embargo, el 

ensanchamiento observado a pH 8.5 en ambas regiones es mucho más dramático 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(I) y 

otra especie en la que el ligando de azufre provenga de la Met112. Esta interpretación 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 único 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 coordinación de Cu(I) a los átomos de azufre de la 

Met109 y Met112 y claramente indican que el nitrógeno imidazol de la His111 también participa 

como ligando de Cu(I).  

 

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

nuclear. 

 

Con la finalidad de explorar con más detalle el papel que la Met109, la Met112 y la His111 

juegan en la coordinación de Cu(I), se realizó un estudio detallado por 1H NMR del péptido 

PrP(106-115) y del complejo Cu(I)-PrP(106-115) en un rango de pH de 3.5 a 9.5.  

En la Figura 4.16 A se muestra el comportamiento de los Hε (línea negra punteada) y Hδ (línea 

negra continua) de la His111 en el péptido libre y en el complejo Cu(I)-PrP(106-115) (líneas 

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 coordinación del Cu(I) al 

péptido favorece la desprotonación del residuo de His. Este cambio en el pKa de la His al 

coordinarse con Cu(I) es consistente con valores ya reportados en complejos de Cu(I) en 

proteínas con Cu tipo 1 (T1Cu) o sitios de cobre azul.77-79  
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Figura 4.16. (A) Desplazamientos químicos de los Hε y Hδ de la His111 in el péptido (líneas negra, 

continuas y punteadas) y en el complejo Cu(I)-PrP(106-115) (líneas rojas, continuas y punteadas), en 

función del pH. (B) Desplazamientos químicos de los Hε de la Met109 (puntos verdes) y Met112 (puntos 

rojos) en el complejo Cu(I)-PrP(106-115), en función del pH. 

 

Por otro lado, en la Figura 4.16 B se puede observar que las señales asociadas con los residuos de 

Met en el complejo Cu(I)-PrP(106-115) cambian drásticamente con el pH. En puntos verdes se 

muestra el comportamiento que tienen las señales de los Hε asociados a la Met109 y en rojo las 

asociadas a la Met112 en presencia de Cu(I) en varios valores de pH (3.5 – 9.5). El 

desplazamiento químico de estos protones en el péptido libre es 2.10 ppm (Figura 4.15). Sin 

embargo, en presencia de Cu(I), incluso a pH tan bajo como 3.5, las señales asociadas con ambas 

metioninas cambian a 2.29 ppm, indicando que desde valores de pH muy bajos los residuos de 

Met ya están coordinados al Cu(I). En el rango de pH de 3.5 a 7, aunque ambas señales se ven 

afectadas por la presencia de Cu(I), cada una muestra un comportamiento diferente, siendo la 

señal de la Met109 la más afectada por la presencia de Cu(I). A valores de pH > 8, ambas señales 

tienden a retornar al valor del desplazamiento químico asociado con el péptido libre (2.10 ppm). 

Este resultado indica que a altos valores de pH, ambas metioninas dejan la coordinación 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 fisiológicamente relevantes. Estos datos de NMR 

a diferentes valores de pH nos proporcionan información del papel que la Met109, la Met112 y la 

His111 juegan en la coordinación de Cu(I) en el sitio de la His111. 
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4.2.6. Modelado de los complejos Cu(I)-PrP(106-115) usando cálculos de estructura 

electrónica. 

 

A partir de los datos experimentales de XAS y NMR se obtuvo información muy valiosa acerca de 

la coordinación 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 información obtenida experimentalmente. A muy bajo pH (3.5), el Cu(I) es 

coordinado por los residuos de Met109 y Met112. Con un pKa de ~ 5, el nitrógeno imidazol de la 

His111 entra en la esfera de coordinación, mientras que las dos metioninas permanecen 

coordinadas. Al incrementar el pH las metioninas dejan de jugar un papel importante en la 

coordinación de Cu(I) y únicamente un residuo de metionina (Met109 o Met112) se coordina al 

ión metálico a pH > 8.  

 

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

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

 

 

Para obtener una información 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 construyó una 

serie de modelos y se realizaron cálculos Restricted Kohn-Sham (RKS) usando DFT. Para 

construir los modelos se tomaron como punto de partida las estructuras de Cu(II) previamente 

reportadas,52 en las cuales el estado de oxidación 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 
ligando Modelo Tercer 

ligando 
Cuarto 
ligando Modelo Tercer 

ligando 
Cuarto 
ligando 

2N2Sa* N-
H111 3N1SM109a* N-

H111 N-
K110 3N1SM112a* N-

H111 N-
K110 

2N2Sb* N-
K110 3N1SM109b* N-

H111 N-
M109 3N1SM112b N-

H111 N-
M109 

2N2Sa1 NH111 3N1SM109c* N-
K110 N-

M109 3N1SM112c* N-
K110 N-

M109 
2N2Sb1 NK110 3N1SM109a1 NH111 N-

K110 3N1SM112a1 NH111 N-
K110 

1N1O2Sa* OH111 3N1SM109a2 N-
H111 NK110 3N1SM112a2 N-

H111 NK110 
1N1O2Sb* OK110 3N1SM109a3 NH111 NK110 3N1SM112a3 NH111 NK110 
1N1O2Sc* ON108 3N1SM109b1 NH111 N-

M109 3N1SM112c1 NK110 N-
M109 

1N1O2Sa1* Ow/H111 3N1SM109b2 N-
H111 NM109 3N1SM112c2 N-

K110 NM109 
1N1O2Sb1 Ow/K110 3N1SM109b3 NH111 NM109 3N1SM112c3 NK110 NM109 
1N1O2Sc1* Ow/N108 3N1SM109c1 NK110 N-

M109 2N1O1SM112a* N-
K110 OH111 

  3N1SM109c2 N-
K110 NM109 2N1O1SM112a1 NK110 OH111 

  3N1SM109c3 NK110 NM109 2N1O1SM112b N-
H111 OM109 

  2N1O1SM109a* N-
K110 OH111 2N1O1SM112c N-

M109 OH111 
  2N1O1SM109a1 NK110 OH111 2N1O1SM112c1 NM109 OH111 
  2N1O1SM109b* N-

H111 OM109 2N1O1SM112d* N-
M109 OK110 

  2N1O1SM109c* N-
A113 OA113 2N1O1SM112d1 N-

M109 Ow/K110 
  2N1O1SM109a2 N-

K110 Ow/H111 2N1O1SM112a2 N-
K110 Ow/H111 

  1N2O1SM109a OK110 OH111 1N2O1SM112a OH111 OM109 
     1N2O1SM112b OH111 OK110 
     1N2O1SM112c OM109 OK110 
 

* Después de la optimización con el nivel más alto de teoría, sólo estos modelos mantienen una estructura 

tetracoordinada. Los modelos no marcados pierden uno o más ligandos en el proceso de optimización, 

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 coordinación Cu(I)-1N2S1X. Estos modelos incluyen dos átomos de azufre de 

ambas metioninas, el nitrógeno imidazol de la His111 y un cuarto ligando X, donde X puede ser 

un átomo de oxígeno de la cadena peptídica proveniente de un grupo carbonilo (CO) o de una 

molécula de H2O, o un átomo de nitrógeno de una amida protonada (NH) o desprotonada (N-) de 

la cadena peptídica. Es importante notar que se incluyen los grupos amida que fueron 

mayormente afectados en los experimentos HSQC (sección 4.2.4).  

El grupo 2A esta formado por modelos tetracoordinados con esfera de coordinación Cu(I)-

1N1S2X usados para estudiar la especie formada a pH 8.5. En estos modelos el átomo de azufre 

proviene de la Met109, el nitrógeno imidazol de la His111 provee otro ligando y los ligandos 2X 

pueden ser una combinación de 2N-, 1NH1N-, 2NH, 1N-1O, 1NH1O o 2O; donde N- y NH son 
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amidas en su forma desprotonada o protonada y O es un átomo de oxígeno que proviene de un 

grupo carbonilo o de una molécula de H2O. Finalmente, el grupo 2B incluye modelos 

tetracoordinados, Cu(I)-1N1S2X, en una forma similar al grupo 2A, solo que aquí el átomo 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 ión Cu(I) 

coordinado al nitrógeno imidazol de la His111, a los dos átomos de azufre de los grupos tioéter 

de la Met109 y Met1112 y un cuarto ligando N/O (Tabla 4.4). Tres de estas estructuras no 

retuvieron la geometría tetracoordinada, principalmente los que contienen una amida en su forma 

protonada como cuarto ligando. Estos complejos no fueron incluidos en el análisis, ya que no 

cumplen con la condición tetracoordinada claramente indicada en los datos de XAS y el BVS 

análisis. Las siete estructuras que optimizaron como complejos tetracoordinados usando la 

metodología OPBE/TZVP/GEN-A2 (ver sección 10, Materiales y Métodos), se muestran en la 

Figura 4.17 y sus parámetros geométricos se listan en la Tabla 4.5. En estos siete modelos las 

estructuras mantienen una geometría de tetraedro distorsionado.  

Los modelos del grupo 1 se dividen en tres subgrupos, de acuerdo al número total de átomos 

(142, 143 o 146), el cual depende del estado de protonación de las amidas de la cadena peptídica 

y la presencia de moléculas de H2O explícitas. 

En el subgrupo con 142 átomos, el cuarto ligando para los modelos 2N2Sa y 2N2Sb es un átomo 

de nitrógeno proveniente de la amida desprotonada de la His111 o Lys110, respectivamente. El 

promedio de distancia de enlace para los dos nitrógenos en cada estructura es alrededor de 2.10 Å 

(Tabla 4.5). Sin embargo el modelo 2N2Sb es más estable por 19.36 kcal/mol que el modelo 

2N2Sa (Figura 4.17 y Tabla 4.5); además, las distancias de enlace Cu(I)-S en el modelo 2N2Sb 

(2.34 Å, 2.35 Å) están en mejor acuerdo con los datos experimentales de EXAFS (2.37 Å, Tabla 

4.3) comparadas con las del modelo 2N2Sa (2.29 Å y 2.36 Å).  

 



! 36!

 
Figura 4.17. Diagrama energético de los modelos Cu(I)-1N2S1X para el complejo Cu(I)-PrP(106-115) a 

pH 6.5. Por claridad, la mayoría de las cadenas laterales no se muestran, sin embargo las optimizaciones 

fueron hechas incluyendo todos los átomos del complejo Cu(I)-PrP(106-113). 

 

En el subgrupo con 143 átomos, el cuarto ligando para Cu(I) en los modelos 1N1O2Sa, 

1N1O2Sb y 1N1O2Sc es un átomo de oxígeno proveniente de algún carbonilo de la cadena 

peptídica de los residuos His111, Lys110 o Asn108, respectivamente. En este subgrupo, la 

estructura 1N1O2Sa presenta la menor energía, mientras que los modelos 1N1O2Sb y 1N1O2Sc 

se encuentran a energías más altas (Figura 4.17 y Tabla 4.5). Todos los modelos comparten la 

característica de presentar un enlace Cu(I)-S < 2.30 Å, (2.28 Å en 1N1O2Sa y 2.29 Å en 

1N1O2Sb y 1N1O2Sc), mientras que el promedio para las distancias 2 Cu(I)-N/O en los modelos 

1N1O2Sa, 1N1O2Sb y 1N1O2Sc son 2.14, 2.16 y 2.155 Å, respectivamente. Es claro que en este 

subgrupo, donde el cuarto ligando es un átomo de oxígeno, el promedio de la distancia de enlace 

2 Cu(I)-N/O (~ 2.15 Å) esta en mejor acuerdo con los datos experimentales (2.17 Å), a 

comparación de los modelos que tienen un átomo de nitrógeno como cuarto ligando. 

 

 



! 37!

Tabla 4.5. Parámetros estructurales y energéticos del grupo 1 generados por la optimización geométrica 

en los niveles LDA (Dirac-VWN), GGA (PBE) y OPBE, usando TZVP como base orbital. ΔE es la 

energía relativa en kcal/mol. Las distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 2 

Cu-S a 2.37 Å y 2 Cu-N/O a 2.17 Å, (Tabla 4.3). 

No. 
átomos ID Ligandos LDA PBE OPBE Promedio 

OPBE 
ΔE en 
OPBE 

142 
2N2Sb 

Cu-SM109 2.27 2.38 2.34 
2S –  2.345 0.00 Cu-SM112 2.25 2.35 2.35 

En
la

ce
 (Å

) 

Cu-NIm 1.98 2.05 2.09 2N –  2.095 
Cu-N-

K110 1.99 2.08 2.10 

2N2Sa 

Cu-SM109 2.24 2.33 2.29 
2S –  2.325 19.36 Cu-SM112 2.23 2.28 2.36 

Cu-NIm 2.03 2.04 2.11 2N –  2.105 
Cu-N-

H111 2.05 2.13 2.10 

143 
1N1O2Sa 

Cu-SM109 2.22 2.31 2.28 
2S –  2.300 0.00 Cu-SM112 2.23 2.31 2.32 

Cu-NIm 1.95 2.02 2.05 1N1O –  2.140 
Cu-OH111 2.07 2.18 2.23 

1N1O2Sb 

Cu-SM109 2.25 2.31 2.35 
2S –  2.320 24.65 Cu-SM112 2.23 2.28 2.29 

En
la

ce
 (Å

) Cu-NIm 1.98 2.04 2.07 1N1O –  2.160 
Cu-OK110 2.17 2.20 2.25 

1N1O2Sc 

Cu-SM109 2.32 2.39 2.34 
2S –  2.315 31.73 Cu-SM112 2.23 2.31 2.29 

Cu-NIm 1.98 2.06 2.09 1N1O –  2.155 
Cu-ON108 2.02 2.20 2.22 

146 
1N1O2Sa1# 

Cu-SM109 2.28 2.30 2.33 
2S –  2.335 

0.00 
Cu-SM112 2.26 2.32 2.34 
Cu-NIm 1.95 2.04 2.05 1N1O –  2.120 

En
la

ce
 (Å

) 

Cu-OH111 3.52 2.17 2.19 
Cu-Ow/H111 2.05 4.34 6.37  

1N1O2Sc1 

Cu-SM109 2.28 2.38 2.34 
2S –  2.340 26.57 Cu-SM112 2.27 2.33 2.34 

Cu-NIm 1.97 2.05 2.07 1N1O –  2.155 
Cu-Ow/N108 2.02 2.14 2.24 

# En esta estructura, el Cu(I) recluta nuevamente al oxígeno del carbonilo de la His111, mientras que la 

molécula de H2O se mantiene a 6.37 Å del Cu(I).     

 

Finalmente, los modelos con 146 átomos contienen una molécula de H2O (Ow) como ligando de 

oxígeno. Estos modelos fueron construidos a partir de los modelos con 143 átomos en los que el 

carbonilo fue reemplazado de la esfera de coordinación por una molécula de H2O. Es interesante 
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notar que en el proceso de optimización del modelo 1N1O2Sa1, la molécula de H2O se sale de la 

esfera de coordinación y el Cu(I) recluta nuevamente al oxígeno del carbonilo de la His111, 

dando lugar a un modelo en el que las distancias de enlace Cu(I)-S (2.33 y 2.34 Å) están en mejor 

acuerdo con los datos experimentales, en comparación con el modelo 1N1O2Sa (2.28 y 2.32 Å) 

que no tiene moléculas de H2O. El promedio de la distancia de enlace de los otros dos ligandos 2 

Cu(I)-N/O, no cambia significativamente con respecto al modelo 1N1O2Sa (2.12 Å vs. 2.14 Å) 

(Tabla 4.5), manteniéndose consistente con los datos experimentales. Por otro lado, el modelo 

1N1O2Sc1 es el único modelo que mantiene el enlace Cu(I)-Ow, aunque energéticamente se 

encuentra a 26.57 kcal/mol sobre el modelo 1N1O2Sa1 (Figura 4.17 y Tabla 4.5). En este modelo 

nuevamente notamos que la presencia de la molécula de H2O mejora las distancias de enlace 

Cu(I)-S (2.34 Å), mientras que el promedio en los otros dos ligandos, 2 Cu(I)-N/O, es de 2.155 

Å.  

En resumen, los mejores candidatos del grupo 1 son los modelos 2N2Sb, 1N1O2Sa y 1N1O2Sc1, 

por que estos modelos tienen las energías más 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(I) se coordina al 

nitrógeno imidazol de la His111, al átomo 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 átomos de nitrógeno 

pertenecientes a una amida de la cadena peptídica en su forma protonada, el enlace Cu(I)-NH se 

rompió en el proceso de optimización, dando como resultado complejos tri o bicoordinados. 

Tampoco fue posible obtener modelos con ligandos de oxígeno proveniente de moléculas de 

H2O. Por consiguiente, solo aquellas estructuras que contienen en la esfera de coordinación una o 

dos amidas desprotonadas de la cadena peptídica, optimizaron, con la metodología 

OPBE/TZVP/GEN-A2, como complejos tetracoordinados (Tabla 4.4). De manera similar al 

grupo 1, en todos los casos las estructuras presentan una geometría de tetraedro distorsionado. 

Dentro de los 6 modelos que se estudiaron en este grupo, hay dos subgrupos con 141 y 142 

átomos (Figura 4.18). Sus parámetros geométricos con diferentes niveles de teoría 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 mayoría de las 

cadenas laterales no se muestran, sin embargo las optimizaciones fueron hechas incluyendo todos los 

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

 

En el subgrupo con 141 átomos, los modelos 3N1SM109a, 3N1SM109b y 3N1SM109c, incluyen dos 

nitrógenos provenientes de amidas desprotonadas de la cadena peptídica: His111&Lys110, 

His111&Met109 y Lys110&M109, respectivamente. La estructura de menor energía, 3N1SM109a, 

presenta una distancia de enlace Cu(I)-S (2.27 Å, Tabla 4.6) más corta que el valor experimental 

(2.35 Å, Tabla 4.3); sin embargo, exhibe un enlace corto Cu(I)-N a 2.04 Å, y dos enlaces 2 Cu(I)-

N a 2.10 Å, la cual es la tendencia observada en los datos experimentales (Tabla 4.3). El modelo 

que sigue en energía 3N1SM109c (a 11.78 kcal/mol, respecto a 3N1SM109a) muestra una tendencia 

similar en los enlaces Cu(I)-N/O (un enlace corto Cu(I)-N a 2.04 Å y dos enlaces más largos 2 

Cu(I)-N a 2.15 Å, Tabla 4.6), pero en este caso el enlace Cu(I)-S es de 2.31 Å, que esta en mejor 

acuerdo a los datos experimentales (Tabla 4.3). Finalmente, el modelo 3N1SM109b, exhibe un 

enlace Cu(I)-S de 2.32 Å, 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 Å y un enlace largo Cu(I)-N a 2.10 Å, 

además también es el modelo de mayor energía dentro de su grupo (Tabla 4.6). 
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Tabla 4.6. Parámetros estructurales y energéticos del grupo 2A generados por la optimización geométrica 

en los niveles LDA (Dirac-VWN), GGA (PBE) y OPBE, usando TZVP como base orbital. ΔE es la 

energía relativa en kcal/mol. Las distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 1 

Cu-S a 2.35 Å, 1 Cu-N/O a 1.97 Å y 2 Cu-N/O a 2.15 Å  (Tabla 4.3). 

No. 
átomos ID Ligandos LDA PBE OPBE Promedio 

OPBE 
ΔE en 
OPBE 

141 
3N1SM109a 

Cu-SM109 2.21 2.28 2.27 1S –  2.27 

0.00 Cu-NIm 1.98 2.06 2.10 1N –  2.04 
Cu-N-

H111 2.00 2.08 2.10 2N –  2.10 Cu-N-
K110 1.97 2.04 2.04 

3N1SM109c 

Cu-SM109 2.29 2.38 2.31 1S –  2.31 

11.78 Cu-NIm 1.95 2.00 2.04 1N –  2.04 

En
la

ce
 (Å

) Cu-N-
K110 2.02 2.10 2.13 2N –  2.15 Cu-N-
M109 2.10 2.20 2.17 

3N1SM109b 

Cu-SM109 2.29 2.40 2.32 1S –  2.32 

16.06 Cu-NIm 1.95 2.00 2.01 1N –  2.10 
Cu-N-

H111 1.99 2.07 2.10 2N –  2.02 Cu-N-
M109 1.94 1.99 2.03 

142 2N1O1SM109a 

Cu-SM109 2.21 2.29 2.28 1S –  2.28 

0.00 Cu-NIm 1.94 2.02 2.13 1N –  2.02 
N-

K110 2.03 2.12 2.02 1N1O –  2.20 

En
la

ce
 (Å

) OH111 2.07 2.20 2.27 

2N1O1SM109b 

Cu-SM109 2.19 2.24 2.27 1S –  2.27 

15.76 Cu-NIm 1.93 2.00 2.02 1O –  2.36 
N-

H111 1.96 2.00 2.02 2N –  2.02 OM109 2.10 2.31 2.36 
 

2N1O1SM109c 

Cu-SM109 2.20 2.23 2.22 1S –  2.22 

17.12 Cu-NIm 1.92 2.18 2.04 1O –  2.30 
N-

A113 1.97 1.98 1.98 2N –  2.01 OA113 2.26 2.37 2.30 
 

Por otro lado, en el subgrupo con 142 átomos, los modelos 2N1O1SM109a, 2N1O1SM109b y 

2N1O1SM109c tienen en su esfera de coordinación una amida desprotonada de la cadena peptídica 

(N-
Lys110, N-

His111, y N-
Ala113, respectivamente) y un átomo de oxígeno proveniente de un grupo 

carbonilo (OHis111, OMet109 y OAla113, respectivamente); en todos los casos hay un enlace Cu(I)-S 

que es corto (2.28, 2.27 y 2.22 Å) si se compara con los datos experimentales (2.35 Å). Respecto 

a los otros ligandos, el modelo 2N1O1SM109a presenta un enlace corto Cu(I)-N a 2.02 Å y dos 

enlaces más largos 2 Cu(I)-N/O a 2.20 Å, mostrando la misma tendencia que los datos 

experimentales. Por otro lado, los modelos de mayor energía 2N1O1SM109b y 2N1O1SM109c, (a 
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15.76 y 17.12 kcal/mol sobre el modelo 2N1O1SM109a, respectivamente) exhiben una tendencia 

diferente, dos enlaces cortos y uno largo, la cual no es consistente con los datos experimentales. 

En síntesis, los modelos del grupo 2A que mejor representan las distancias Cu-ligando obtenidas 

de los datos experimentales son: 3N1SM109a, 3N1SM109c y 2N1O1SM109a. 

 

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(I) se coordinó al 

nitrógeno imidazol de la His111 y al átomo de azufre de la cadena lateral de la Met112, 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 peptídica, Cu(I)-NH, o una molécula 

de H2O como ligando oxígeno, Cu(I)-Ow, el o los enlaces Cu(I)-NH/Ow se rompieron en el 

proceso de optimización, dando lugar a estructuras tri o bicoordinadas. En consecuencia, en el 

grupo 2B únicamente se obtuvieron cuatro modelos que conservan la geometría tetracoordinada 

después de la optimización. Estos modelos son mostrados en la Figura 4.19 y sus parámetros 

geométricos son listados en la Tabla 4.7. 

Dos de estas estructuras tienen 141 átomos (3N1SM112a y 3N1SM112c), en ellas hay dos enlaces 

Cu(I)-N, donde los átomos de nitrógeno provienen de amidas desprotonadas de la cadena 

peptídica de los residuos His111&Lys110 y Lys110&Met109, respectivamente. Aunque estos 

modelos presentan diferentes energías (la energía relativa del modelo 3N1SM112c es 16.63 

kcal/mol más alta que el modelo 3N1SM112a), ambos muestran parámetros geométricos muy 

similares. Los dos exhiben un enlace Cu(I)-S a 2.30 Å y tres enlaces Cu(I)-N con distancias de 

enlace de 2.04 Å para 3N1SM112a y 2.06 Å para 3N1SM112c (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 mayoría de las 

cadenas laterales no se muestran, sin embargo las optimizaciones fueron hechas incluyendo todos los 

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

 

Por otro lado, los dos modelos que tienen 142 átomos, 2N1O1SM112a y 2N1O1SM112d, contienen 

en la esfera de coordinación como tercer y cuarto ligando un átomo de nitrógeno que proviene de 

una amida desprotonada de la cadena peptídica, (N-
Lys110 y N-

Met109, respectivamente) y un átomo 

de oxígeno de un grupo carbonilo (OHis111, y OLys110, respectivamente). Entre estos dos modelos, 

la estructura 2N1O1SM112a es la de menor energía, mientras que el modelo 2N1O1SM112d esta 

12.43 kcal/mol respecto al primero. Ambos modelos muestran un enlace Cu(I)-S a 2.36  Å y 

tendencias similares a las experimentales en los otros tres enlaces. Un enlace corto Cu(I)-N (2.01 

Å y 2.04 Å, en 2N1O1SM112a y 2N1O1SM112d, respectivamente) y dos enlaces más largos 2 

Cu(I)-N/O (2.14 Å y 2.20 Å, en 2N1O1SM112a y 2N1O1SM112d, respectivamente) (Tabla 4.7). 

Ambos modelos, geométricamente, se encuentran en un buen acuerdo con los datos 

experimentales.  
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Así, los datos del grupo 2B claramente indican que la presencia de una amida desprotonada y un 

átomo de oxígeno producen distancias de enlace parecidas a las experimentales, tanto en la 

tendencia como en los valores. 

 

Tabla 4.7. Parámetros estructurales y energéticos del grupo 2B generados por la optimización geométrica 

en los niveles LDA (Dirac-VWN), GGA (PBE) y OPBE, usando TZVP como base orbital. ΔE es la 

energía relativa en kcal/mol. Las distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 1 

Cu-S a 2.35 Å, 1 Cu-N/O a 1.97 Å y 2 Cu-N/O a 2.15 Å  (Tabla 4.3). 

No. 
átomos ID Ligandos LDA PBE OPBE Promedio 

OPBE 
ΔE en 
OPBE 

141 
3N1SM112a 

Cu-SM112 2.23 2.30 2.30 1S –  2.30 

0.00 Cu-NIm 1.93 2.00 2.04 
3N –  2.04 

En
la

ce
 (Å

) 

Cu-N-
H111 2.04 2.09 2.07 

Cu-N-
K110 2.02 2.04 2.01 

3N1SM112c 

Cu-SM112 2.25 2.24 2.29 1S –  2.29 

16.63 Cu-NIm 1.96 2.25 2.10 
3N –  2.06 Cu-N-

K110 1.94 2.05 2.06 
Cu-N-

M109 1.99 2.03 2.04 

142 2N1O1SM112a 

Cu-SM112 2.26 2.37 2.36 1S –  2.36 

0.00 Cu-NIm 1.96 2.03 2.11 1N –  2.01 
N-

K110 1.94 1.99 2.01 1N1O –  2.14 

En
la

ce
 (Å

) OH111 2.09 2.19 2.17 

2N1O1SM112d 

Cu-SM112 2.28 2.35 2.36 1S –  2.36 

12.43 Cu-NIm 2.00 2.09 2.14 1N –  2.04 
N-

M109 1.98 2.05 2.04 1N1O –  2.20 OK110 2.13 2.25 2.26 
 

 

4.2.6.4. Evaluación del efecto de solvatación en modelos seleccionados.  

 

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

calculadas es estimado que esté en el rango de ~ 0.03 – 0.06 Å para cálculos en fase gaseosa,80-84 

y ~ 0.03 – 0.02 Å en cálculos que incluyan los efectos del solvente.80-81 Por lo tanto, la 

solvatación es un factor que puede ayudarnos a superar las diferencias entre las distancias de 

enlace experimentales y las calculadas. Tomando en consideración que la adición de una 

molécula de H2O en el modelo 1N1O2Sa (sección 4.2.6.1) mejoró significativamente las 



! 44!

distancias de enlace Cu(I)-S, se realizó un estudio más detallado incluyendo los efectos de la 

solvatación en modelos seleccionados de cada grupo. 

Para los modelos del complejo a pH 6.5, del grupo 1 fueron seleccionadas las estructuras 2N2Sb, 

1N1O2Sa y 1N1O2Sc1, mientras que para los complejos a pH 8.5 se seleccionaron los modelos 

3N1SM109a, 3N1SM109c, 2N1O1SM109a, 3N1SM112a, 2N1O1SM112a y 2N1O1SM112d, de los grupos 

2A y 2B. Todos ellos representan los mejores candidatos, ya que muestran las energías más 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 metodologías diferentes, (sección 10, 

Materiales y Métodos). En la primera aproximación las estructuras fueron reoptimizadas usando 

el modelo de solvatación implícita COSMO como está implementado en el programa ORCA. En 

la segunda forma se introdujeron cuatro y seis moléculas de H2O explícitas en la cercanía de los 

complejos (las distancias entre Cu(I) y las moléculas de H2O fueron de ~ 3.5 a 5.5 Å al inicio de 

la optimización) y las estructuras fueron reoptimizadas con OPBE/TZVP/GEN-A2 en el 

programa deMon2k. 

La Tabla 4.8 muestra la comparación entre las distancias de enlace metal-ligando en los modelos 

sin solvente y aquellos optimizados con solvente implícito y explícito. Para el grupo 1 se 

seleccionaron tres modelos (2N2Sb, 1N1O2Sa y 1N1O2Sc1). En el modelo 2N2Sb, el efecto de 

la solvatación mejora ligeramente las distancias de enlace Cu(I)-S, sin embargo, las distancias 

Cu(I)-N permanecen más cortas que los valores experimentales (Tabla 4.8).  En contraste, en los 

modelos que contienen un átomo de oxígeno como cuarto ligando, (1N1O2Sa y 1N1O2Sc1) los 

efectos de solvatación, ya sea implícita o explícita, 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 aún, cuando el modelo 1N1O2Sc1, 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(I)-

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

solvatación explícita e implícita. Las distancias de enlace experimentales para el complejo a pH 6.5 son: 2 

Cu-S a 2.37 Å y 2 Cu-N/O a 2.17 Å. Y para el complejo a pH 8.5 son: 1 Cu-S a 2.35 Å, 1 Cu-N/O a 1.97 

Å y 2 Cu-N/O a 2.15 Å  (Tabla 4.3). 

 Modelo Sin solvatación Solvatación 
implícita 
ORCA 

Solvatación 
explícita  
(4 H2O) 

Solvatación 
explícita  
 (6 H2O) 

Modelos 
a  

pH 6.5 
 

Grupo 1 

2N2Sb 2S – 2.345 2S – 2.395 2S – 2.345 2S – 2.365 
2N – 2.095 2N – 2.110 2N – 2.085 2N – 2.090 

1N1O2Sa 2S –  2.300 2S –  2.345 2S –  2.340 2S –  2.350 
1N1O –  2.140 1N1O –  2.120 1N1O –  2.160 1N1O –  2.170 

1N1O2Sc1 2S –  2.340 2S –  2.365 2S –  2.345 2S –  2.360 
1N1O –  2.155 1N1O –  2.170 1N1O –  2.145 1N1O –  2.160 

Modelos 
a  

pH 8.5 
 

Grupos 
2A  
y  

2B 

3N1SM109a 
1S –  2.270 1S –  2.250 1S –  2.270 1S –  2.280 
1N –  2.040 1N –  2.020 3N –  2.100 3N –  2.100 
2N –  2.100 2N –  2.085     

3N1SM109c 
1S –  2.310 1S –  2.450 1S –  2.370 1S –  2.360 
1N –  2.040 3N –  2.100 1N –  2.010 1N –  2.040 
2N –  2.150   2N –  2.105 2N –  2.130 

2N1O1SM109a 
1S –  2.280 1S –  2.300 1S –  2.310 1S –  2.320 
1N –  2.020 1N –  2.030 1N –  2.020 1N –  2.020 

1N1O –  2.200 1N1O –  2.180 1N1O –  2.180 1N1O –  2.150 

3N1SM112a 1S –  2.300 1S –  2.250 1S –  2.300 1S –  2.280 
3N –  2.040 3N –  2.076 3N –  2.036 3N –  2.030 

2N1O1SM112a 
1S –  2.360 1S –  2.420 1S –  2.350 1S –  2.340 
1N –  2.010 1N –  2.010 1N –  2.000 1N –  2.000 

1N1O –  2.140 1N1O –  2.200 1N1O –  2.180 1N1O –  2.170 

2N1O1SM112d 
1S –  2.360 1S –  2.350 1S –  2.320 1S –  2.350 
1N –  2.040 1O –  3.800 1O –  3.160 1O –  3.390 

1N1O –  2.200 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(I)-

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

Met109 y Met112, el nitrógeno imidazol de la His111 y un átomo de oxígeno como cuarto 

ligando, el cual puede provenir del grupo carbonilo de la His111 (como en el modelo 1N1O2Sa) 

o de una molécula de H2O (como en el modelo 1N1O2Sc1). 
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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 

(línea negra) y el espectro calculado (línea roja punteada) usando la estructura 1N1O2Sc1 reoptimizada en 

el programa ORCA. 

 

Por otro lado, en el grupo 2A, los efectos de solvatación fueron incluidos en los modelos 

3N1SM109a, 3N1SM109c y 2N1O1SM109a. En el modelo 3N1SM109a, la solvatación, explícita o 

implícita, no muestra ningún efecto sobre las distancias de enlace Cu(I)-S (Tabla 4.8), mientras 

que la solvatación explícita 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 3N1SM109c, en el cual, aunque la distancia del 

enlace Cu(I)-S se acerca a los valores experimentales, usando la solvatación explícita, se llega a 

una estructura con tres enlaces Cu(I)-N con distancias similares (Tabla 4.8). En contraste, el 

modelo 2N1O1SM109a, 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 están en buen acuerdo con los datos experimentales y son mantenidos en los 

dos métodos de solvatación. 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 átomo de azufre de la Met109, el 

nitrógeno imidazol de la His111, un átomo de nitrógeno de la amida desprotonada de la Lys110 y 

un átomo de oxígeno del grupo carbonilo de la His111.  

Finalmente, se incluyeron los efectos de solvatación en los modelos 3N1SM112a, 2N1O1SM112a y 

2N1O1SM112d del grupo 2B. No se observaron cambios significativos en el modelo 3N1SM112a 

cuando la solvatación fue incluida; esto es, las distancias Cu(I)-ligando permanecen muy 

similares a las obtenidas sin solvatación, las cuales están lejos de las distancias experimentales. 

Por otro lado, en el modelo 2N1O1SM112d, la distancia Cu(I)-O se alarga cuando la solvatación es 
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incluida, dando estructuras tricoordinadas. A diferencia de esto, el modelo 2N1O1SM112a, 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 solvatación, dando una estructura que está en muy 

buen acuerdo con los valores experimentales (Tabla 4.8). Por lo tanto, la estructura 2N1O1SM112a 

es el mejor modelo que representa al complejo de coordinación a pH 8.5, que incluye a la Met112 

y esta formado por el grupo tioéter de la Met112, el nitrógeno imidazol de la His111, la amida 

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

 

4.3. Discusión. 

 

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 Met112 fue evaluada usando péptidos que contienen las variantes Met-Ala. Los 

resultados de XAS muestran que la coordinación de Cu(II) a la His111 se da a través de ligandos 

nitrógeno y oxígeno a ambos valores de pH. Sumado a esto, los espectros calculados a partir de 

los modelos Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N propuestos previamente,52 concuerdan muy bien con los 

espectros experimentales de XAS. Por lo tanto, la posibilidad de que los residuos de metionina 

actúen como ligandos axiales se puede descartar. 

Por otro lado, el estudio espectroscópico de XAS y NMR, en combinación con cálculos de 

estructura electrónica, mostró que la coordinación de Cu(I) al péptido PrP(106-115) es también 

dependiente del pH. A pH < 5, los grupos tioéter de la Met109 y Met112 coordinan Cu(I); con un 

pKa de ~ 5, el nitrógeno imidazol de la His111 entra en la esfera de coordinación, mientras que 

los residuos de ambas metioninas permanecen coordinados, adoptando el modo de coordinación 

1N1O2S. A pH 8.5, dos especies con el modo de coordinación 2N1O1S (2N1O1SMet109 y 

2N1O1SMet112) son formadas, con sólo un residuo de metionina enlazada a Cu(I) (Esquema 4.1).  

Aunque en este estudio se ha usado un fragmento corto de la PrP, que únicamente incluye el sitio 

de His111, las especies 2S y 1N1O2S descritas aquí, pudieran formarse en fragmentos más largos 

de la proteína PrP. A pH bajo (< 5), todos los residuos de His deben estar protonados y por lo 

tanto los residuos de Met109 y Met112 pudieran dominar la coordinación de Cu(I) para formar la 

especie Cu(I)-2S. A pH más alto, otros residuos de His de la región N-terminal, como la His96, 

pudieran participar en la coordinación de Cu(I); sin embargo, un estudio reciente de la 

coordinación de Cu(I) y Ag(I) al fragmento 91-127 demostró que la His96 no forma parte de la 
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esfera de coordinación, dejando a la His111, la Met109 y la Met112 como los principales grupos 

que coordinan al Cu(I);71 por lo tanto, la especie 1N1O2S que describimos en este estudio 

pudiera ser la especie dominante. 

Como se ha descrito, la proteína PrPC es una proteína que se encuentra anclada a las membranas 

de células sinápticas,45 en donde puede estar expuesta a iones Cu(II) en un rango de 

concentraciones de 15 µM en el espacio sináptico (durante la liberación de las vesículas 

sinápticas), hasta 100-300 µM, durante la despolarización neuronal.85-87 Por lo tanto, la PrPC 

puede interactuar con iones de Cu(II) en el espacio extracelular, y a pH 7.4 en el sitio de la 

His111 se pueden encontrar las especies Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N (Figura 4.21). También, 

agentes reductores, como el ácido ascórbico, son encontrados en concentraciones de hasta 150 

µM en el fluido cerebroespinal.64, 88 Así, las especies de Cu(II)-His111 de la PrPC pueden ser 

reducidas a Cu(I) por agentes reductores del medio. Nuestros resultados indican que en la 

presencia de ascorbato, la especie Cu(II)-3N1O se reduce para generar el complejo Cu(I)-

1N1O2S y la especie Cu(II)-4N se reduce para dar una mezcla de especies en las que solo 

participa una de las metioninas (Met109 o Met112) en la coordinación de Cu(I) (Figura 4.21).  

A diferencia de los otros sitios de coordinación de cobre en la proteína prion humana, el sitio de 

coordinación de la His111, contiene el motivo MKHM, el cual provee a este sitio con 

propiedades únicas de coordinación. En proteínas transportadoras de Cu, han sido identificados 

motivos MX2MX2M (por ejemplo Ctr1 de levadura) que coordinan Cu(I) selectivamente a través 

de los residuos de Met con afinidades del orden de ~ 2.5 x 10-6 M a pH 4.5.89 Por otra parte, se 

han descrito varias proteínas involucradas en el transporte de cobre que utilizan residuos de His 

en combinación con residuos de Met para coordinar Cu(I), como la PcoC que tiene un sitio de 

coordinación Cu(I)-(His)(Met)2,90 la CopC, con un sitio de coordinación Cu(I)-(His)(Met)3 y una 

Kd ~ 10-13 M91-92 y la CusF, con un sitio de coordinación Cu(I)-(His)(Met)2(O).93 En estos casos 

la presencia del residuo de His en la esfera de coordinación juega dos papeles importantes, 

primero, incrementa la afinidad por Cu(I) y segundo permite la coordinación de iones Cu(II).94-95  

Más aún, se ha demostrado que los ligandos tioéter son particularmente efectivos para coordinar 

Cu(I) cuando están separados por no más de dos aminoácidos.89 El motivo MKHM de la PrP 

humana cumple con estas condiciones, de tal manera que a pH fisiológico el Cu(II) puede ser 

anclado a través del residuo de His111, mientras que, bajo condiciones reductoras, el Cu(I) es 

coordinado por los residuos de His y Met. 
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Figura 4.21. Modelos derivados de cálculos DFT para los complejos de Cu(II) y Cu(I) con el péptido 

PrP(106-115) a diferentes valores de pH.  

 

Por último, altas concentraciones de Cu(II) pueden estimular la endocitosis de la PrPC,44 llevando 

a la proteína del espacio extracelular a pH 7.4, a los endosomas, donde hay altas concentraciones 

de protones (pH 4-5) y agentes reductores, como glutatión o nicotinamida adenina dinucleótido 

(NADH), que son encontrados en concentraciones de 1 – 3 mM y 200 µM, respectivamente.96-97 

Bajo estas condiciones, la His111 se protonaría y el Cu(I) podría ser anclado solo por los residuos 

de Met, en el modo de coordinación Cu(I)-2S (Esquema 4.1). Por lo tanto, este sitio está 

optimizado para coordinar tanto Cu(II) como Cu(I) y probablemente podría estar involucrado en 

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

 

El fragmento 109-112 de la proteína prion humana consta de la secuencia MKHM, la cual le 

confiere a este sitio propiedades de coordinación muy interesantes. A diferencia de los otros sitios 

de coordinación de la proteína prion, la presencia de los residuos de His y Met proveen los 

elementos necesarios para coordinar Cu(II) y Cu(I) en un amplio rango de pH.  

Con Cu(II) la coordinación se da a través del grupo imidazol de la His111, además de ligandos 

nitrógeno y oxígeno provenientes de la cadena peptídica. Las especies Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N 

pueden existir en equilibrio a pH 7.5. Esta condición de pH se cumpliría por ejemplo en el medio 

extracelular. Por otro lado, en presencia de agentes reductores, las especies de Cu(II) pueden 

reducirse para formar los complejos Cu(I)-1N1O2S y Cu(I)-2N1O1S, respectivamente, en los 

que los residuos de metionina participan en la esfera de coordinación en función del pH. La 

posibilidad de coordinar Cu(II) y Cu(I) puede generar una reactividad interesante en este sitio de 

coordinación.  

Por último, incluso si se presentan cambios drásticos 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 coordinación a Cu en la proteína prion. 
 

Como se describió en la sección 4, el interés por estudiar la coordinación de cobre en la proteína 

PrP fue suscitado por reportes que vinculan al Cu con la posible función fisiológica de la 

proteína.1-6 También, porque se ha indicado que el estrés oxidativo y las ROS desempeñan un 

papel fundamental en el desarrollo de las TSEs.7-10 Debido a que el Cu es un metal activo redox, 

se ha propuesto que su reactividad pudiera vincularse con una acción pro-oxidante y causante de 

la generación de radicales libres y ROS. Por ejemplo, se ha demostrado que el Cu(II) en presencia 

de agentes reductores, cataliza la oxidación de la PrP recombinante in vitro11 y que puede generar 

H2O2
12-14 y superóxido.15 Con esta reactividad se han relacionado posibles daños oxidativos 

dentro de la proteína o a otros componentes celulares.16    

En los últimos años, el interés por la reactividad de los sitios de Cu en la PrP ha ido en aumento. 

Mediciones electroquímicas del sitio de Cu en el OR han concluido que el Componente 3 (Figura 

4.2, sección 4.1.3) puede reducirse a una especie de Cu(I) (E1/2 (CuII-OR/CuI-OR) = 0.323 V vs 

NHE), pero no tiene la capacidad para reducir oxígeno molecular a peróxido de hidrógeno (E1/2 

(O2/H2O2) = 0.296 V vs NHE), mientras que el complejo formado en el llamado Componente 1  

((CuII)4-OR/(CuI)4-OR) = 0.172 V vs NHE) sí puede hacerlo.17 Con respecto a la región non 

octarepeat, se han llevado a cabo estudios en el sitio de la His111. Experimentos con atrapadores 

de espín, y en los que se detecta la generación de superóxido a través del ensayo con nitroblue 

tetrazolium (NBT) con los fragmentos PrP(106-126) y PrP(106-114) sugieren que los complejos 

de Cu(II) formados con estos péptidos son capaces de generar peróxido de hidrógeno y/o 

superóxido si se lleva a cabo su reducción con ácido ascórbico y los complejos reducidos 

reaccionan con oxígeno.14, 18 Como ya se mencionó, la reactividad en el sitio Cu-His111 puede 

tener características únicas respecto a otros sitios que coordinan Cu en la proteína PrP, debido a 

la presencia del motivo MKHM que le da la capacidad de coordinar tanto Cu(II) como Cu(I).  

En la sección 4 de esta tesis se demostró que la coordinación de Cu(I) al fragmento PrP(106-115) 

es altamente dependiente del pH. A diferencia de Cu(II), 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 sección 4, muestran un resumen de las especies de Cu(II) y Cu(I) en el sitio de la 

His111. Por su parte, en esta sección se describirá el estudio de la reactividad de las especies de 

Cu-PrP(106-115) que fueron identificadas y descritas en la sección anterior.  

Dado que la energía de reorganización del sitio puede jugar un papel determinante en su actividad 

redox, primero se presentará el cálculo de las energías de reorganización para ambos complejos, 

después el estudio de la reducción de las especies de Cu(II) frente a ascorbato, seguido por la 

evaluación de la reactividad del complejo Cu(I)-PrP(106-115) en la activación de oxígeno y las 

consecuencias oxidativas de esta reactividad.  

 

5.2. Resultados. 

5.2.1. Cálculo de la energía de reorganización de esfera interna asociada a la reducción de las 

especies de Cu(II) a Cu(I) a pH 6.5 y 8.5. 

 

Es claro que los complejos de Cu(II) (Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N) tienen geometrías y esferas de 

coordinación muy diferentes si se comparan con sus contrapartes con Cu(I) (Cu(I)-1N1O2S y 

Cu(I)-2N1O1S) (Figura 4.21, sección 4.3). Por lo tanto, la energía de reorganización involucrada 

en la reducción de estos complejos debe ser grande. Para conocer este valor, se realizó el cálculo 

de la energía de reorganización de esfera interna, (ver sección 10, Materiales y Métodos) 

asociada a la reducción de las especies de Cu(II) a Cu(I), a pH 6.5 y 8.5. Para este fin, se 

utilizaron las estructuras de Cu(II) y Cu(I) identificadas como los mejores modelos en la sección 

4.  

La Tabla 5.1 muestra los valores calculados de las energías de reorganización de esfera interna 

para la reducción de los complejos Cu(II)-3N1O a Cu(I)-1N1O2S y Cu(II)-4N a Cu(I)-2N1O1S. 

Para las estructuras a pH bajo, Cu(II)-3N1O y Cu(I)-1N1O2S, la energía calculada λi es 1.79 eV 

cuando el ligando oxígeno proviene del grupo carbonilo de la His111 y 2.15 eV cuando proviene 

de una molécula de H2O (modelos de Cu(I) 1N1O2Sa y 1N1O2Sc1, respectivamente). Por otro 

lado, a pH 8.5 la energía de reorganización de esfera interna asociada a la reducción del complejo 

Cu(II)-4N para formar la especie Cu(I)-2N1O1S es de 1.60 eV cuando la Met109 esta coordinada 

(modelo 2N1O1SM109a) y 1.66 eV para la estructura que contiene la Met112 (modelo 

2N1O1SM112a).  
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Tabla 5.1. Energías de reorganización (λi) para los complejos de Cu(II) y Cu(I) a pH 6.5 y 8.5. 

 ID Estructura Energía (a. u.) λi (a. u.) λi (eV) 

pH
 6

.5
 

Eox(Redgeom) Cu(II)-1N1O2Sa -5941.968973 

0.065875 1.79 Eox(Oxgeom) Cu(II)-3N1O -5942.132491 
Ered(Oxgeom) Cu(I)-3N1O -5942.271824 
Ered(Redgeom) Cu(I)-1N1O2Sa -5942.240056 
Eox(Redgeom) Cu(II)-1N1O2Sc1 -5941.986104 

0.079190 2.15 Eox(Oxgeom) Cu(II)-3N1O -5942.132491 
Ered(Oxgeom) Cu(I)-3N1O -5942.271824 
Ered(Redgeom) Cu(I)-1N1O2Sc1 -5942.283818 

pH
 8

.5
 

Eox(Redgeom) Cu(II)-2N1O1SM109a -5941.661874 

0.058984 1.60 Eox(Oxgeom) Cu(II)-4N -5941.906563 
Ered(Oxgeom) Cu(I)-4N -5942.015464 
Ered(Redgeom) Cu(I)-2N1O1SM109a -5941.888744 
Eox(Redgeom) Cu(II)-2N1O1SM112a -5941.587744 

0.061087 1.66 Eox(Oxgeom) Cu(II)-4N -5941.906563 
Ered(Oxgeom) Cu(I)-4N -5942.015464 
Ered(Redgeom) Cu(I)-2N1O1SM112a -5941.818821 

  

Como podemos observar, a pH bajo la energía de reorganización asociada a la reducción 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(II)-3N1O y Cu(I)-

1N1O2S, en este caso, solo el residuo de His esta presente en ambos complejos, sin importar el 

estado de oxidación del metal, por lo tanto, hay un intercambio de tres ligandos de la esfera de 

coordinación. Por otro lado, a pH 8.5, las especies involucradas son: Cu(II)-4N y Cu(I)-2N1O1S, 

independientemente de cual Met este coordinada. En este caso, además del residuo de His111, 

también se mantiene en la esfera de coordinación la amida desprotonada de la Lys110, en los 

complejos de Cu(II) y Cu(I), por lo tanto, solo se intercambian dos ligandos de la esfera de 

coordinación y esto se ve reflejado en el valor mas bajo de la energía de reorganización en 

comparación con lo que sucede a pH 6.5. Estas energías de reorganización serán de utilidad para 

analizar la reactividad de los complejos en las secciones siguientes. 
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5.2.2. Estimación del E°(Cu(II/I)-PrP(106-115)) a pH 6.5  y 8.5 por medio de titulaciones reductivas. 

 

El potencial de reducción de los complejos de Cu(II) con el péptido PrP(106-115) a pH 6.5 y 8.5. 

A fue estimado a partir de titulaciones anaeróbicas del complejo Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N con 

ácido ascórbico (AA). En éstas se siguió la desaparición de la señal asociada a las transiciones de 

campo ligando (banda d-d) a la longitud de onda de máxima intensidad (600 nm a pH 6.5 y 570 

nm a pH 8.5, Figura 4.3, sección 4.2.1) por medio de absorción electrónica en la región UV-Vis.  

Considerando la ecuación 5.1, donde L es el ligando PrP(106-115), AA es ácido ascórbico y DA 

es dehidroascorbato, el valor de Keq fue calculado a partir de la ecuación 5.2, donde Ci es la 

[Cu(II)-L] al punto inicial de la titulación y x es [Cu(I)-L], cuyo valor es obtenido por el 

porcentaje de reducción en la titulación del complejo de Cu(II).  

 

 
2Cu(II )− L+ AA

Keq

  2Cu(I )− L+DA  . . . . . . (5.1)  

Keq =

x
2
!
"#
$
%&
x[ ]2

Ci − x
2

!
"#

$
%&
Ci − x[ ]2

. . . . . . . . (5.2) 

!
Las titulaciones fueron realizadas de 0 a 1 equiv. de AA para la reducción del complejo Cu(II)-

3N1O y de 0 a 10 equiv. de AA para el complejo Cu(II)-4N, con la finalidad de obtener el mayor 

porcentaje en la reducción de los complejos (Figura 5.1). 

El valor de los potenciales de reducción E°(Cu(II/I)-PrP(106-115)) fue estimado a partir de las 

ecuaciones 5.3, 5.4, 5.5 y tomando en cuenta que, E°(AA/DA) = 0.052 V vs. NHE. 

 

 ΔG = −nFΔE . . . . .          . . . . (5.3)  

ΔE° = E°(Cu(II/I)-PrP(106-115)) - E°(AA/DA). . . .          .      . . (5.4) 

 ΔG
 = −RT lnKeq . . . . . . .     . . (5.5) 

 

El valor de ΔG° estimado para la reacción a pH 6.5 es, ΔG°3N1O = - 4.62 kcal/mol, mientras que 

para la reacción a pH 8.5, ΔG°4N = - 1.09 kcal/mol. Por lo tanto, por la reacción a pH 6.5 el 
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potencial de reducción de la especie Cu(II)-3N1O se estima como: E°(Cu(II/I)-3N1O) = 152 mV y 

para pH 8.5, E°(Cu(II/I)-4N) = 75.8 mV.  

 

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

y 8.5 seguidas por la perdida en la señal de la banda d-d (líneas punteadas).  

 

Como podemos observar, existen diferencias en los valores estimados de ΔG° asociados a la 

reducción del complejo Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N, cuyos efectos se ven reflejados en diferencias 

significativas en el potencial de reducción de cada una de las especies de Cu(II).  

 

5.2.3. Estudio de la reducción de los complejos Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N. 

 

Una vez obtenidos los valores de la energía de reorganización y una estimación del ΔG° asociado 

a la reacción de reducción de los complejos Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N, se prosiguió con estudios 

para describir la reactividad del complejo, para esto se estudió la reducción de ambos complejos 

con ascorbato mediante absorción electrónica en Stopped-Flow. La desaparición de la señal 

asociada a las transiciones de campo ligando (banda d-d) a la longitud de onda de máxima 

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(II)-3N1O y Cu(II)-4N con el agente reductor. La reducción 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 concentración del complejo de cobre. La Figura 5.2 muestra 

gráficas de la intensidad de la absorción electrónica a 600 y 570 nm en función del tiempo, 
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mientras que datos representativos de los espectros de absorción electrónica se muestran en los 

recuadros; los ajustes de las trazas cinéticas se resumen en la Tabla 5.2.  

La reducción del complejo Cu(II)-3N1O a pH 6.5 puede ser ajustada a una función exponencial 

simple para obtener una constante de rapidez de 0.287 ± 0.010 s-1 (Figura 5.2 A y Tabla 5.2). A 

diferencia de esto, la reducción del complejo Cu(II)-4N muestra un comportamiento lento con 

dos fases (Figura 5.2 B). La traza de la cinética del complejo Cu(II)-4N se ajusta a una ecuación 

con una doble exponencial, dando valores para la constante de rapidez de 0.134 ± 0.023 s-1  y 

0.010 ± 0.004 s-1. Así, incluso la fase rápida de la reducción del complejo Cu(II)-4N a pH 8.5 es 

dos veces más lenta que la reducción del complejo Cu(II)-3N1O a pH 6.5 (Tabla 5.2).  

 
Figura 5.2. Datos de absorción electrónica en Stopped-Flow de la reducción del complejo Cu(II)-PrP(106-

115) a pH 6.5 (especie 3N1O) (A) y a pH 8.5 (especie 4N) (B) con 20 equivalentes de ascorbato. En los 

recuadros se muestran espectros representativos de absorción electrónica, mostrando la perdida en la 

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

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

pH 6.5 y 8.5, kET(3N1O) y kET(4N), respectivamente. 

  Constantes de rapidez de primer orden (s-1) 
Complejo pH Fase rápida Fase lenta 

Cu(II)-4N 8.5 0.134 ± 0.023 0.010 ± 0.004 
Cu(II)-3N1O 6.5 0.287 ± 0.010  
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Considerando los valores calculados de energía de reorganización para estos dos complejos 

(sección 5.2.1), se esperaría la tendencia opuesta, dado que λ3N1O es mayor que λ4N. Esta 

tendencia opuesta puede producirse por las diferencias encontradas en el potencial de reducción 

de las especies Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N (sección 5.2.2), lo cual, puede resultar en diferentes 

fuerzas impulsoras para cada reacción.       

 

5.2.4. Análisis de la velocidad de reacción en la reducción de los complejos Cu(II)-3N1O y 

Cu(II)-4N usando la ecuación de Marcus. 

 

Usando la ecuación de Marcus de transferencia electrónica semiclásica19 se cálculo la relación 

entre las constantes de rapidez que presentan ambos complejos Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N, 

kET(3N1O)/kET(4N). Para esto se consideraron los valores calculados de la energía de reorganización 

(λ3N1O y λ4N) y los valores ΔG°3N1O y ΔG°4N estimados (sección 5.1.1 y 5.2.2). 

Asumiendo que el termino HAB es comparable para ambos procesos de reducción, esto es 

HAB(3N1O )
2 = HAB(4N )

2 , la razón kET(3N1O)/kET(4N) toma la forma de la ecuación 5.6. 

 

kET (3N1O )

kET (4N )

=
λ(4N )

1
2

λ(3N1O )

1
2

e
(ΔG°( 4 N )+λ( 4 N ) )2

4λ( 4 N )kBT
−

(ΔG°( 3N1O )+λ( 3N1O ) )2

4λ( 3N1O )kBT

. . . . (5.6) 

 

Donde, sustituyendo los valores de λ3N1O, λ4N, ΔG°3N1O y ΔG°4N se obtiene: kET(3N1O)/kET(4N) = 

2.3. Este valor es consistente con lo encontrado experimentalmente en las cinéticas de reducción, 

(kET(3N1O)/kET(4N) = 2.14, valor experimental). Por lo tanto, las diferencias en los potenciales de 

reducción de los complejos Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N dan como resultado una reducción más 

rápida en el complejo Cu(II)-3N1O a comparación de la que ocurre en el complejo Cu(II)-4N, a 

pesar de que la energía de reorganización es mayor para la especie Cu(II)-3N1O. 
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5.2.5. Efecto de la Met109 y Met112 en la reducción del complejo Cu(II)-PrP(106-115) a pH 

6.5. 

 

Con el fin de evaluar el efecto que la Met109 y la Met112 tienen sobre la rapidez de reducción 

del complejo Cu(II)-3N1O, se estudió la reducción con ascorbato de los complejos Cu(II)-

PrP(106-115)M109A, Cu(II)-PrP(106-115)M112A y Cu(II)-PrP(106-115)M109&M112A a pH 

6.5. La Figura 5.3 muestra trazas representativas de las cinéticas de reducción 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 comparación con el complejo Cu(II)-PrP(106-

115). 

 
Figura 5.3. Datos de absorción en Stopped-Flow (círculos) y el ajuste de los datos (líneas punteadas) de la 

reducción de Cu(II)-PrP(106-115), Cu(II)-PrP(106-115)M109A, Cu(II)-PrP(106-115)M112A y Cu(II)-

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 reducción de los complejos Cu(II)-PrP(106-115) y 

sus variantes Met-Ala a pH 6.5. 

Péptido Constantes de rapidez de primer orden (s-1) 
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(II)-PrP(106-

115)M109A, Cu(II)-PrP(106-115)M112A y Cu(II)-PrP(106-115)M109&M112A a pH 6.5 

exhiben la misma rapidez de reducción que el complejo Cu(II)-PrP(106-115). Estos resultados 

sugieren que en la reducción del complejo Cu(II)-PrP(106-115), a pH 6.5, primero ocurre la 

transferencia electrónica, seguida de un reordenamiento más lento del péptido, en el cual las 

metioninas entran en la coordinación para formar el complejo Cu(I)-1N1O2S. Sin embargo, 

experimentalmente se monitorea la desaparición de la banda de absorción asociada al complejo 

de Cu(II), en consecuencia, no es posible detectar los arreglos posteriores que sufre el complejo 

en su forma reducida.  

 

5.2.6. Reoxidación del complejo Cu(I)-PrP(106-115) con oxígeno a pH 6.5. 
 

A continuación se investigó el primer paso en la activación de oxígeno por el complejo Cu(I)-

PrP(106-115) y los que incluyen las variaciones Met-Ala a pH 6.5. Para esto, los complejos 

Cu(I)-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 reacción fue seguida por 

espectroscopia de absorción electrónica en la región UV-Vis. La Figura 5.4 muestra las trazas de 

la aparición de la banda asociada con la transición d-d, indicativo de los compuestos de Cu(II), 

mientras que la rapidez de reoxidación de cada complejo se enlista en la Tabla 5.4.  

Es importante notar que, a diferencia de la reducción, la rapidez del proceso de reoxidación sigue 

una correlación inversa al número 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(I)-PrP(106-115)M109&M112A. La rapidez de reoxidación del complejo 

Cu(I)-PrP(106-115)M109&M112A es 6 veces más rápida que aquellos complejos con una 

metionina y 10 veces más rápida 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 coordinación del 

Cu(I) afectan el paso limitante del proceso de reoxidación. 
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Figura 5.4. Trazas de las cinéticas de reoxidación con O2 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 

absorción electrónica UV-Vis a 600 nm, (en círculos se encuentran los datos experimentales, mientras que 

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

absorción, mostrando el incremento en la intensidad de la señal asociada a la transición d-d representativa 

de los complejos de Cu(II).   

 

Tabla 5.4. Constantes de rapidez de primer orden de la reoxidación con O2 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-1 s-1 (10-3) 

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 reacción de Cu(I)-péptido con O2 fue caracterizado 

espectroscópicamente por CD y EPR (Figura 5.5). Por medio de EPR se identificó 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(II)-PrP(106-115) (línea negra) y en 

el punto final de la cinética de reoxidación (línea azul). 

 

5.2.7. Evaluación del mecanismo de reacción en el proceso de reoxidación. 

 

La reoxidación del complejo Cu(I)-PrP(106-115) con O2 puede seguir un mecanismo de 

transferencia electrónica de esfera interna o externa. En un mecanismo de esfera externa, el 

complejo de Cu(I) puede ser oxidado por el O2 en un solo paso para regenerar el complejo de 

Cu(II), mientras que en un mecanismo de esfera interna puede estar involucrada la coordinación 

del O2 al complejo de Cu(I) y la formación de un intermediario Cu(II)-O2
.-, seguida por la 

liberación del superóxido para regenerar el complejo de Cu(II). La posibilidad de que la 

reoxidación de los complejos Cu(I)-PrP(106-115) suceda por un mecanismo de reoxidación de 

esfera externa se evaluó usando la ecuación de Marcus al analizar las constantes de rapidez 

mostradas en la Tabla 5.4. 

La constante de rapidez de esfera externa para la reacción de reoxidación del complejo Cu(I)-

PrP(106-115) con O2 fue obtenida usando la ecuación 5.7.  

ket = Ze
(−ΔG

≠

RT
)
. . . . . . . . . . (5.7) 

Donde, Z es el factor de frecuencia y tiene un valor de 1011 M-1s-1. ΔG≠ y la energía de 

reorganización total λ, se definen en las ecuaciones 5.8 y 5.9, respectivamente  
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ΔG≠ = (λ

4
)(λ +ΔG



λ
)2

. . . . . . . . (5.8) 

λ = λCu−PrP + λO2

2
. . . . . . . . . (5.9) 

 

Usando el potencial de la reducción de un electrón de O2 a O2
.- (-165 mV vs NHE),20 su energía 

de reorganización (λO2),21 el valor estimado para el potencial de reducción de la especie Cu(II)-

3N1O de 152 mV (sección 5.2.2) y la energía de reorganización calculada para el sitio (sección 

5.2.1), la rapidez de transferencia electrónica de esfera externa del complejo Cu(I)-PrP(106-115) 

con O2 se estima ~ 2.81 x 10-4 s-1, la cual es 10-100 veces más lenta que la determinada 

experimentalmente (3.6 x 10-3 s-1) (Tabla 5.4). Por lo tanto, la transferencia del electrón en la 

reacción Cu(I)-PrP(106-115) con O2 probablemente proceda vía un mecanismo de esfera interna 

que puede estar involucrando la formación de una especie Cu(II)-superóxido. Esto es consistente 

con un estudio reportado anteriormente en el que detectan de forma indirecta la formación de 

superóxido cuando someten al complejo Cu-PrP(106-114) a un ciclo de reducción y 

reoxidación.18 

 

5.2.8. Oxidación de metioninas catalizada por el complejo de cobre. 

 

Una vez que se caracterizó la reactividad que presenta el complejo Cu(I)-PrP(106-115) frente a 

oxígeno a pH 6.5, se estudió la susceptibilidad de oxidación del péptido después de que se 

produce superóxido en un ciclo redox. Para este fin, analizamos los productos obtenidos en el 

punto final de las cinéticas de reoxidación. Los complejos de Cu(II) resultantes fueron tratados 

con ácido 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(II) 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 señales 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 señal asociada con la masa del péptido + 16 Da. En contraste, el péptido sin 

residuos de metionina (PrP(106-115)M109&M112A) no sufre ninguna modificación. Estos 

resultados indican que después de un ciclo redox en estos complejos Cu-péptido, se produce la 

oxidación especifica de los residuos de metionina a su forma de sulfóxido de metionina, sin que 

haya evidencia de la oxidación hasta su forma de sulfona. Por lo tanto el Cu puede estar 

catalizando la oxidación especifica de los residuos de metionina, a través del superóxido 

generado en la reacción con O2.  

 

 
Figura 5.6. Análisis 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 oxígeno (E, F, G y H). 
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5.3. Discusión  

 

El sitio de la His111 a pH fisiológico coordina Cu(II) y Cu(I) a través del motivo MKHM (Figura 

5.7), sin embargo los complejos de coordinación resultantes tienen geometrías y esferas de 

coordinación muy diferentes: Cu(II)-3N1O vs Cu(I)-1N1O2S a pH 6.5 y Cu(II)-4N vs Cu(I)-

2N1O1S a pH 8.5 (Figura 4.21). Esto da como resultado que el cambio en el estado de oxidación 

del complejo implique una gran energía de reorganización en los sitios  (~ 1.79 y 1.6 eV, 

respectivamente). Estos valores de energía de reorganización son significativamente grandes, si 

se comparan con sitios de cobre optimizados para soportar transferencia electrónica (por ejemplo 

sitios de CuT1 y CuA) que presentan energías de reorganización en un rango que va de 0.5 a 0.82 

eV.22-24 A pesar de esto, los complejos Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N tienen la capacidad para llevar a 

cabo reacciones óxido-reducción. Por otro lado, aunque el complejo Cu(II)-3N1O tiene una 

energía de reorganización mayor, su reducción es más rápida que la de la especie Cu(II)-4N, esto 

se debe a que tiene un potencial de reducción mayor. Considerando que, a pH fisiológico ambos 

complejos (Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N) están presentes (pKa de 7.5), nuestros resultados indican 

que, bajo condiciones reductoras, el complejo Cu(II)-3N1O podría reducirse más rápido. Esto 

desplazaría el equilibrio entre las especies Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N hacia el complejo Cu(II)-

3N1O, favoreciendo la producción del complejo Cu(I)-1N1O2S. Por lo tanto, a pH fisiológico, 

los complejos 3N1O y 4N son las especies de Cu(II) relevantes, mientras que el complejo Cu(I)-

1N1O2S es el modo de coordinación de Cu(I) más favorecido en el sitio de la His111 de la 

proteína PrP (Figura 5.7). Por otro lado, este complejo Cu(I)-1N1O2S puede reaccionar con O2. 

Varios estudios han reportado la actividad redox en complejos Cu-PrP.14, 18 Algunos estudios 

también han reportado la generación de especies reactivas de oxígeno (H2O2 o O2
.-) por 

complejos Cu-PrP,12, 14-15, 17-18 sin embargo se conoce muy poco acerca del mecanismo por el cual 

el O2 se activa en los diferentes complejos Cu-PrP.  
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Figura 5.7. Representación esquemática de los principales complejos Cu-PrPC bajo diferentes condiciones 

fisiológicas. (A) A bajas concentraciones de Cu(II) (nM) el Cu(II) podría estar coordinado en la región 

octarepeat (Componente 3, Cu(II)-OR) y en los sitios de His96 e His111 (Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N). (B) 

En presencia de agentes reductores los complejos de Cu(II) pueden ser reducidos; en el sitio de la His111 

la especie más abundante podría ser Cu(I)-1N1O2S. (C) Altas concentraciones de Cu (100-500 µM) 

pueden estimular la endocitosis de la proteína; en los endosomas, únicamente el sitio de la His111 podría 

coordinar Cu(I) a través de la Met109 y Met112. (D) En el espacio extracelular la activación de oxígeno 

por el Cu en el sitio de la His111 puede generar superóxido causando la oxidación de los residuos de Met. 
a Ref. 25, b Ref. 26, c Ref 27, d este trabajo, e Ref. 17, f Ref 18.     

En este capitulo usando estudios cinéticos se investigó el primer paso en el mecanismo de 

activación de oxígeno por el complejo Cu(I)-PrP(106-115) a pH 6.5. Se observó que la rapidez de 

reoxidación es altamente dependiente de los residuos de metionina. También, se estimó que la 
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rapidez de reoxidación de esfera externa sería 10 a 100 veces menor que los valores 

experimentales provenientes de los datos cinéticos. Por lo tanto se concluye que el complejo 

Cu(I)-1N1O2S en el sitio de la His111 reacciona con O2 siguiendo un mecanismo de 

transferencia electrónica de esfera interna que involucra la coordinación de O2 al complejo de 

Cu(I) y la formación de un intermediario Cu(II)-superóxido, seguido de la liberación del 

superóxido y la regeneración parcial del complejo de Cu(II). También se demostró que en esta 

reacción catalizada por el Cu, los residuos de Met son selectivamente oxidados a sulfóxido. 

(Figura 5.7).  

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

conducen a la agregación de la proteína PrPC11, 28 o al contrario, que puede prevenir la formación 

de la forma fibrilar.29 Más allá de eso, los residuos de Met en la PrPC pueden actuar como una 

defensa antioxidante innata de la proteína por su habilidad de limpiar o contener el superóxido 

producido, sufriendo oxidación y formando sulfóxido de metionina. Sin los residuos de 

metionina, el superóxido producido podría causar daño en otras proteínas o componentes 

celulares. Por otro lado, existe en las células la enzima reductasa de sulfóxido de metionina 

(MsrA y MsrB) que se encarga de reducir el sulfóxido de metionina a metionina, la cual, podría 

estar nuevamente disponible para reaccionar con especies oxidantes como O2
.-.30 De hecho, se ha 

observado que en cerebros afectados con la enfermedad de Alzheimer se produce una 

disminución de la actividad de MsrA comparado con sujetos control,31 mientras que la 

estimulación de la actividad MsrA puede ayudar a proteger a las neuronas de la toxicidad de β 

amiloide.32 Por lo tanto, es posible que un proceso reversible de oxidación/reducción de los 

residuos de metionina en el N-terminal de la PrPC pueda estar ayudando a contener las especies 

reactivas de oxígeno generadas por reacciones óxido-reducción en los sitios de Cu-PrP. Esto 

puede ser consistente con la noción de que la PrPC desempeña un papel en la defensa antioxidante 

de la célula.33  
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5.4. Conclusiones  

 

La coordinación de Cu(I) al fragmento PrP(106-115) a pH fisiológico puede generar los modos 

de coordinación Cu(I)-1N1O2S y Cu(I)-2N1O1S. Por medio de estudios cinéticos, hemos 

demostrado que bajo condiciones reductoras el complejo más poblado en el sitio de His111 puede 

ser la especie Cu(I)-1N1O2S, la cual, es capaz de activar oxigeno. 

Nuestro estudio proporciona una mayor compresión en el mecanismo molecular de la reacción de 

activación de oxígeno en este sitio. El complejo Cu(I)-1N1O2S reacciona con O2 a través de un 

mecanismo de esfera interna, probablemente involucrando la formación de un intermediario 

Cu(II)-O2
.-, seguido de la liberación del superóxido y la regeneración parcial del complejo de 

Cu(II). Los residuos de Met son oxidados a sulfóxido en este proceso. La habilidad de estos 

residuos para contener las especies reactivas de oxígeno ppodrían jugar un papel muy importante 

en las propiedades antioxidantes propuestas para la PrPC. 
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6. Coordinación de Cu al sitio N-terminal de la proteína α sinucleína.  

 
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.1-2 Se estima que afecta entre el 1 y 2 % de la población mayor de 60 

años.3 Esta enfermedad descrita inicialmente en 1817 por James Parkinson, se trata de un 

desorden neurodegenerativo progresivo, caracterizado por el deterioro de la función motora. Se 

manifiesta por la presencia de temblor en reposo, rigidez, bradicinesia, inestabilidad postural, así 

como deterioro cognitivo y emocional. Esta sintomatología se produce por la afectación de la vía 

dopaminérgica nigro-estriatal, causada por la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la 

substancia nigra pars compacta (Figura 6.1).4-5 

 

 
Figura 6.1. Representación esquemática de la pérdida de la vía dopaminérgica nigro-estriatal en la EP. 

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

 

Los síntomas motores comienzan a manifestarse cuando se ha perdido entre 70-80 % de las 

neuronas dopaminérgicas, mientras que los síntomas debilitantes más graves (como la 

inestabilidad postural) ocurren cuando se pierde el 90 %.6 En promedio, los síntomas empiezan a 

manifestarse en pacientes de 60-65 años, solo el 10 % de los pacientes con EP muestra síntomas 

antes de los 40 años.5 Por otro lado, en neuronas dopaminérgicas que sobreviven, así como en 

núcleos del tallo cerebral, amígdala y regiones corticales, se presentan inclusiones extracelulares 
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y citosólicas, conocidas como cuerpos de Lewi y neuritas de Lewi. Los cuerpos de Lewi 

típicamente tiene un tamaño de 5-25 µm de diámetro, presentan un núcleo denso, compuesto por 

material granular filamentoso y un halo más claro formado por filamentos orientados 

radialmente, mientras que las neuritas de Lewi muestran una estructura filiforme.7 Se ha 

identificado que el mayor componente de estas inclusiones es la proteína α sinucleína (AS) en 

forma agregada.8-9 

De hecho, mutaciones autosómicas dominantes en el gen que codifica para la proteína 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.10-12 Lo 

anterior, así como el hecho de que ratones transgénicos que sobreexpresan la proteína AS 

desarrollan inclusiones citoplasmáticas y deficiencias motoras,13-14 ha confirmado el papel crítico 

que la proteína AS tiene en la enfermedad de Parkinson.15 

 

6.1.2. Proteína α sinucleína (AS). 

 

La AS es una proteína citosólica perteneciente a la familia de las sinucleínas (α-, β-, γ-sinucleína 

y synoretin) las cuales son expresadas en vertebrados. La proteína AS tiene 140 aminoácidos (14 

kDa) distribuidos en tres diferentes regiones: la región N-terminal (residuos 1-60) esta 

involucrada en la unión con lípidos y contiene repeticiones imperfectas de la secuencia 

KTKEGV; la región conocida como NAC (non amiloid-β component, residuos 61-95), que es 

altamente hidrofóbica y responsable del inicio de la fibrilización; y la región del C-terminal 

(residuos 96-140), rica en aminoácidos de Pro, Asp y Glu, esenciales para mantener soluble a la 

proteína (Figura 6.2).16 En el citosol, la AS es una proteína monomérica que, aunque se mantiene 

compacta gracias a contactos intramoleculares (C-terminal y la región NAC, C- y N-terminal), 

carece de una estructura secundaria definida,17-18 mientras que, asociada a superficies con lípidos 

o micelas puede formar dos α hélice antiparalelas (residuos 3-37 y 45-92, Figura 6.2).19-20  
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Figura 6.2.  (A) Secuencia de la proteína AS, mostrando la región NAC subrayada. (B) Representación de 

la proteína AS en el citosol,  la región NAC (negro) se encuentra protegida de la exposición al medio por 

el N- y C-terminal, quienes interactúan con componentes intracelulares. Adaptada con permiso de 

Macmillan Publishers Ltd: Nature, Theillet, F-X. Et al., 530, 45-50, copyright, 2016. (C) Conformación 

que adquiere la proteína AS en presencia de micelas; figura construida a partir de las coordenadas xyz 

descargadas del PDB 2KKW.  

 

La proteína AS es expresada predominantemente en neuronas del sistema nervioso central, se 

localiza principalmente en terminales presinápticas, en las proximidades de vesículas sinápticas y 

representa el 1 % del total de las proteínas solubles en el estriado.21-22 En condiciones fisiológicas 

se ha propuesto que la proteína AS interactúa con proteínas que regulan la síntesis y absorción de 

dopamina, vinculando su función con el metabolismo de ésta.23 También se ha propuesto que 

juega un papel en la regulación de la liberación de neurotransmisores, operando como una 

proteína chaperona que promueve el ensamble del complejo SNARE (soluble N-ethylmaleimide 

sensitive factor attachment protein receptor, complejo que resulta esencial para la liberación de 

neurotransmisores) a través de la unión a la proteína SNARE synaptobrevin-2.24-26 Además, se ha 

propuesto que tiene un papel en la protección de terminales nerviosas en conjunto con la proteína 

cysteine-string α (CSPα).27 En la enfermedad de Parkinson, aún no esta claro como la proteína 

AS puede desencadenar la muerte celular, pero esta comprobado que la agregación de la proteína 

AS esta implicada en los efectos patológicos de la misma.  

Se ha propuesto por ejemplo, que el plegamiento anómalo de la proteína AS impide su habilidad 

de asociarse a membranas, causando su acumulación en el citosol y promoviendo su 
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oligomerización y agregación. De esta forma, la AS podría interrumpir el metabolismo de la 

dopamina, incrementando los niveles de dopamina intracelulares, que a su vez, aumenta el estrés 

oxidativo, generando un circulo que termina en la muerte neuronal.23, 28 

Aunque el inicio de la agregación de la proteína AS aún no esta entendido por completo, se ha 

propuesto que iones metálicos pueden estar involucrados en el proceso. Esta propuesta surgió por 

el hecho de que en pacientes con la EP la concentración de diversos iones metálicos se ve 

aumentada, en comparación a individuos control (aumento de Fe, Zn y Al, en substancia nigra y 

Cu en fluido cerebroespinal).29-30 Por otro lado, estudios pioneros demostraron que los iones 

metálicos Al(III), Cu(II), Fe(III) y Mn(II) en concentración mM, incrementan la rapidez de 

fibrilización de la proteína AS in vitro,31 sin embargo, posteriormente se demostró que bajo 

concentraciones µM solo el Cu(II) acelera la formación de fibras de la proteína AS.32 

Se han propuesto varios escenarios para explicar como el Cu(II) acelera la fibrilización de la 

proteína AS. El caso más simple puede ser que la formación de complejos Cu(II)-AS produzca un 

cambio estructural en la proteína que pudiera generar especies propensas a la agregación. 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 reducción de la defensa antioxidante.33  

Debido a lo anterior, el estudio de la naturaleza estructural de las especies Cu-AS, así como de su 

reactividad ha tomado gran importancia en los últimos 10 años, ya que se ha propuesto que la 

interacción Cu-AS y la reactividad de estos complejos podrían proveer un vínculo entre la 

agregación y acumulación de la proteína AS, así como con el daño oxidativo que causa la muerte 

neuronal en la enfermedad de Parkinson.  

 

6.1.3. Coordinación de cobre a la proteína AS. 

 

En los últimos años, usando una combinación de varias técnicas espectroscópicas como NMR, 

EPR, CD y utilizando mutaciones puntuales en la proteína AS, así como el uso de fragmentos 

peptídicos sintéticos, se identificó que la proteína AS tiene tres sitios de coordinación de Cu(II). 

Estos sitios presentan diferentes características, tanto estructurales como de afinidad.16 (Figura 

6.3). 
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En el C-terminal se identificó un sitio de coordinación en la región 119DPDNEA124, este sitio, 

además de tener la menor afinidad (Kd = 10-3 M), presenta también baja especificidad por Cu(II), 

ya que coordina igualmente otros iones metálicos.32, 34 

Por otro lado, en el N-terminal se identificaron dos sitios de coordinación específicos para Cu(II). 

El de menor afinidad se encuentra alrededor de la His50 (Kd = 35 x 10-6 M). Aquí, el modo de 

coordinación es dependiente de pH, ya que involucra la desprotonación de amidas de la cadena 

peptídica. A pH bajo (6.5), se ha propuesto un modo de coordinación 1N3O, mientras que a pH 

alto (8.2) el modo de coordinación es 3N1O, involucrando al nitrógeno imidazol de la His50,  

amidas desprotonadas de la cadena peptídica y un ligando oxígeno que podría provenir de algún 

grupo carbonilo o de una molécula de H2O.35-38 Por último, el sitio de mayor afinidad por Cu(II) 

se encuentra en el N-terminal de la proteína AS (Kd = 0.11 x 10-6 M) y presenta un modo de 

coordinación en la parte ecuatorial 2N2O a pH 7.5. En este sitio, el Cu(II) es anclado 

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

peptídica del Asp2, el oxígeno del grupo carboxilato de la cadena lateral del Asp2 y un segundo 

oxígeno, que proviene de una molécula de agua.16, 36  

 
Figura 6.3. Coordinación de Cu(II) a los tres sitios de enlace de la proteína AS. 

 

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

generación de ROS, que a su vez, pueden causar modificaciones oxidativas en la proteína AS, lo 

cual, pudiera tener una repercusión en la estabilidad de la misma.39-43 La reactividad de los 



! 78!

complejos Cu(II)-AS involucra por lo tanto, la formación de especies reducidas Cu(I)-AS. 

Debido a lo anterior, la caracterización estructural de los complejos Cu(I)-AS, así como su 

reactividad frente a oxígeno, es un tema de gran relevancia que ha tomado importancia en los 

últimos años. 

Al contrario de lo que sucede con Cu(II), la coordinación de Cu(I) a la proteína AS no ha sido 

caracterizada a detalle. Utilizando NMR, se identificó que a pH 6.5, igual que con Cu(II), con 

Cu(I) existen tres sitios de coordinación en diferentes regiones y con diferente afinidad.44-45 El 

sitio de menor afinidad (Kd = 270 x 10-6 M) se encuentra en el C-terminal 

(116MPVDPDNEAYEM127). En este sitio se identificó que la Met116 y Met117 son los 

principales grupos que anclan el Cu(I). En el N-terminal, alrededor de la His50 se encuentra otro 

sitio de coordinación de Cu(I) con una afinidad mayor (Kd = 50 x 10-6 M). Por último, el sitio de 

mayor afinidad se encuentra también en el N-terminal de la proteína AS, e involucra los residuos 
1MDVFM5 (Kd = 20 x 10-6 M), siendo los residuos de metionina los principales grupos 

coordinantes. Recientemente, por medio de XAS, se propuso que el modo de coordinación a pH 

7.5 del ión Cu(I) con el fragmento AS(1-15) es 2S2N/O, donde, además de las dos metioninas, 

participan otros dos ligandos que pueden ser nitrógeno u oxígeno.46 Este último sitio ha sido de 

gran interés ya que presenta la mayor afinidad por el ión metálico y se ha identificado que en 

presencia de oxígeno conduce a la oxidación selectiva de los residuos de metionina 1 y 5.43 La 

reactividad en este sitio puede desempeñar un papel importante en la generación de ROS, la 

formación de agregados de AS y/o en la perdida de la función biológica de la proteína AS, por lo 

tanto su estudio es de gran importancia. Asimismo, se requiere tener una descripción completa 

tanto del sitio de coordinación de Cu(I), como de la reactividad que presenta frente a oxígeno.  

Por último, reportes recientes han planteado la posibilidad de que, fisiológicamente, la proteína 

AS se encuentra acetilada en el amino terminal.47 Esto podría suponer severas implicaciones, por 

lo que se necesita evaluar los efectos que la acetilación del N-terminal tiene sobre la coordinación 

y la reactividad del sitio. 

En este capitulo se describirá la caracterización estructural de la coordinación de Cu(II) y Cu(I) 

en el sitio N-terminal de la proteína AS. Respecto a la coordinación de Cu(II), usando DFT, se 

evaluaron modelos diseñados para identificar la participación del azufre de la cadena lateral de 

Met como ligando axial en la coordinación del ión metálico, con la finalidad de obtener el 

escenario completo de la esfera de coordinación de Cu(II) en el sitio N-terminal de la proteína 
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AS. Este estudio se realizó partiendo de resultados previos, en los cuales, por medio de CD y 

EPR, fueron identificados los ligandos ecuatoriales.36 

Por otro lado, usando XAS y DFT se elucidó la coordinación de Cu(I) en el sitio N-terminal de la 

proteína AS, asimismo, se evaluó el efecto de la acetilación del N-terminal sobre la coordinación 

del Cu(I). 

 

6.2. Resultados. 

6.2.1. Evaluación de la Met1 y Met5 como ligando axial en la coordinación de Cu(II) al 

fragmento AS(1-6) mediante cálculos de estructura electrónica. 

 

La coordinación de Cu(II) al N-terminal de la proteína AS ha sido previamente estudiada por 

medio de CD y EPR.36, 48 Los resultados indican que en la región ecuatorial, el Cu(II) presenta un 

modo de coordinación 2N2O, y los ligandos son: el grupo NH2 del amino terminal, el nitrógeno 

proveniente de la amida desprotonada del Asp2 (N-
D2), un oxígeno proveniente de la cadena 

lateral del Asp2 (β-COO-
D2) (lo cual permite la formación de dos anillos adyacentes de 5 y 6 

miembros que contribuyen al efecto quelato) y un oxígeno de una molécula de H2O. Además, se 

ha propuesto la posible participación de la Met1 como ligando axial (Esquema 6.1).  

 

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

complejo Cu(II)-AS(1-6). 

 
Para discernir entre los dos modelos de coordinación propuestos en el Esquema 6.1, se realizaron 

cálculos UKS (unrestricted Kohn-Sham) con el complejo Cu(II)-AS(1-6), usando modelos 

diseñados para evaluar la posición axial de la esfera de coordinación. Después de optimizar las 

estructuras, se realizó un análisis de frecuencias para comprobar que los puntos estacionarios 

corresponden a un mínimo. Por último, se calcularon los parámetros de EPR para cada modelo y 

los resultados fueron comparados con los reportados experimentalmente.36 Para esta finalidad, se 
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probaron modelos tetracoordinados (etiquetados con el número 4) con una coordinación 2N2O,  y 

otros pentacoordinados (etiquetados con el número 5) con un modo de coordinación 2N2O1S, en 

los cuales el ligando axial es un átomo de azufre de la Met1 o Met5. Así también, se evaluó el 

efecto de la conformación del péptido (a, b, t y e, que indican conformación alfa hélice, hoja beta, 

giro y extendida, respectivamente) sobre la coordinación del ión metálico (Tabla 6.1). La Figura 

6.4 muestra la distribución energética de los ocho modelos que fueron evaluados, mientras que 

los parámetros geométricos y energéticos se enlistan en la Tabla 6.1. 

 
Figura 6.4. Diagrama energético de las estructuras tetra y pentacoordinadas del complejo Cu(II)-AS(1-6) 

que fueron optimizados con el funcional PBE. Por claridad la mayoría de los átomos de hidrógeno no se 

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

optimizados con el funcional PBE. * 

 

Modelo Longitud de 
enlace (Å) 

PBE Ángulo 
(grados) 

PBE Frecuencia 
(cm-1) 

ΔE 
(kcal/mol) 

4a 

Cu-Nterm 
Cu-N-

D2 
Cu-OCOO 
Cu-Ow 

2.06 
1.93 
1.99 
2.16 

Ow-Cu-Nterm 
Nterm-Cu-N-

D2 
N-

D2-Cu-OCOO 
OCOO-Cu-Ow 
Ow-Cu-N-

D2 
OCOO-Cu-Nterm 

100.3 
84.2 
96.7 
79.0 
173.8 
177.5 

6.7 0 

5S1a 

Cu-Nterm 
Cu-N-

D2 
Cu-OCOO 
Cu-Ow 
Cu-SM1 

2.11 
1.98 
2.02 
2.25 
2.53 

Ow-Cu-Nterm 
Nterm-Cu-N-

D2 
N-

D2-Cu-OCOO 
OCOO-Cu-Ow 
Ow-Cu-SM1 
SM1-Cu-N-

D2 
OCOO-Cu-SM1 
SM1-Cu-Nterm 

95.7 
81.1 
94.1 
77.0 
105.9 
108.4 
115.9 
83.9 

8.9 2.48 

5S1t 

Cu-Nterm 
Cu-N-

D2 
Cu-OCOO 
Cu-Ow 
Cu-SM1 

2.07 
2.02 
1.95 
2.30 
2.49 

Ow-Cu-Nterm 
Nterm-Cu-N-

D2 
N-

D2-Cu-OCOO 
OCOO-Cu-Ow 
Ow-Cu-SM1 
SM1-Cu-N-

D2 
OCOO-Cu-SM1 
SM1-Cu-Nterm 

102.0 
80.2 
96.7 
82.3 
110.3 
119.7 
94.6 
84.4 

8.6 2.91 

4t 

Cu-Nterm 
Cu-N-

D2 
Cu-OCOO 
Cu-Ow 

2.04 
1.96 
1.92 
2.16 

Ow-Cu-Nterm 
Nterm-Cu-N-

D2 
N-

D2-Cu-OCOO 
OCOO-Cu-Ow 
Ow-Cu-N-

D2 
OCOO-Cu- Nterm 

96.8 
83.8 
98.5 
79.4 
168.8 
171.8 

10.0 5.71 

4b 

Cu-Nterm 
Cu-N-

D2 
Cu-OCOO 
Cu-Ow 

2.03 
1.94 
1.98 
2.15 

Ow-Cu-Nterm 
Nterm-Cu-N-

D2 
N-

D2-Cu-OCOO 
OCOO-Cu-Ow 
Ow-Cu-N-

D2 
OCOO-Cu- Nterm 

98.1 
85.4 
98.5 
82.0 
171.1 
153.5 

5.9 9.93 

5S1b 

Cu-Nterm 
Cu-N-

D2 
Cu-OCOO 
Cu-Ow 
Cu-SM1 

2.06 
2.02 
2.00 
2.30 
2.50 

Ow-Cu-Nterm 
Nterm-Cu-N-

D2 
N-

D2-Cu-OCOO 
OCOO-Cu-Ow 
Ow-Cu-SM1 
SM1-Cu-N-

D2 

106.0 
78.0 
95.9 
83.4 
107.1 
125.1 

1.4 10.51 
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OCOO-Cu-SM1 
SM1-Cu-Nterm 

93.7 
84.2 

4e 

Cu-Nterm 
Cu-N-

D2 
Cu-OCOO 
Cu-Ow 

2.04 
1.92 
1.94 
2.21 

Ow-Cu-Nterm 
Nterm-Cu-N-

D2 
N-

D2-Cu-OCOO 
OCOO-Cu-Ow 
Ow-Cu-N-

D2 
OCOO-Cu- Nterm 

102.5 
83.4 
97.9 
81.4 
150.9 
169.5 

5.9 18.63 

5S5t 

Cu-Nterm 
Cu-N-

D2 
Cu-OCOO 
Cu-Ow 
Cu-SM5 

2.03 
2.03 
2.00 
2.48 
2.54 

Ow-Cu-Nterm 
Nterm-Cu-N-

D2 
N-

D2-Cu-OCOO 
OCOO-Cu-Ow 
Ow-Cu-SM5 
SM5-Cu-N-

D2 
OCOO-Cu-SM5 
SM5-Cu-Nterm 

102.5 
80.1 
97.1 
76.2 
86.2 
140.4 
92.5 
92.5 

13.7 31.39 

 

* En la Tabla: 

Nterm  es un nitrógeno proveniente del N-terminal 
N-

D2 es un nitrógeno proveniente de la amida desprotonada del Asp2 
OCOO es un oxígeno proveniente de la cadena lateral del Asp2 
Ow es un oxígeno proveniente de una molécula de agua 
SM1 es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Met1 
SM5 es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Met5 
 

Los modelos 4a, 4b, 4t y 4e presentan una geometría de cuadrado plano, con dos enlaces con una 

longitud > 2 Å (Cu-Nterm y Cu-Ow) y dos enlaces con una longitud < 2 Å (Cu-N-
D2 y Cu-OCOO). 

En los modelos 5S1t, 5S1a, 5S1b y 5S5t, los cuales contienen un átomo de azufre en la posición 

axial, las distancias de enlace ecuatoriales son mas grandes que en los modelos tetracoordinados, 

y muestran geometrías tetraédricas o piramidal de base cuadrada. Entre los modelos de menor 

energía (< 6 kcal/mol), dos de ellos son tetracoordinados (4a y 4t), y los otros dos contienen un 

átomo de azufre de la Met1 en la posición axial (5S1a y 5S1t). En general, los modelos en los que 

el péptido tiene conformación de alfa hélice (a) o giro (t) exhiben energías menores que aquellos 

modelos construidos con conformaciones de hoja beta (b) o extendidas (e). Únicamente fue 

posible optimizar un modelo pentacoordinado con el azufre de la Met5 como ligando axial 

(5S5t), el cuál resultó ser el de mayor energía,  > 30 kcal/mol.  

En conjunto, estos resultados indican que los modelos con la coordinación 2N2O y 2N2O1S, con 

el azufre de la Met1 como ligando axial, son energéticamente más favorables, siempre y cuando 
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la conformación del péptido sea compacta (como en el caso de la conformación tipo alfa hélice y 

giro), mientras que, descartan la participación 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, así como los valores experimentales, provenientes de una simulación del espectro de 

EPR del complejo Cu(II)-AS(1-6), previamente reportada.36 El modelo 5S1a es el único que 

presenta valores dentro del rango de error aceptado (± 0.03 ppm y ± 50 MHz, para los valores g y 

A, respectivamente),49-53 mientras que el modelo 4t, presenta un buen acuerdo con los valores 

experimentales, excepto por el valor de gz.  

 

Tabla 6.2. Parámetros de EPR calculados a partir de las estructuras optimizadas de los modelos tetra y 

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

Modelo Tensor g  Tensor A 
gxx gyy gzz  Axx Ayy Azz 

4a 2.051 2.053 2.182  -55.44 -65.19 -632.12 
5S1a 2.050 2.054 2.220  -36.56 74.97 -530.33 
5S1t 2.017 2.112 2.189  -154.69 157.95 -471.34 
4t 2.045 2.055 2.184  -25.05 -59.31 -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 a 2.051 2.059 2.250  57.00 24.00 567.00 

 

* Los tensores g y A fueron calculados con el funcional PBE0. Los componentes del tensor A son 
reportados en MHz. Las estructuras están enlistadas en orden ascendente de acuerdo a su energía relativa. 
a Valores obtenidos de la simulación 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 gz más cercanos a los valores experimentales, por lo tanto, la existencia de una 

interacción axial parece ser importante para modelar los parámetros de EPR que presenta el 

complejo de coordinación de Cu(II) en el sitio del N-terminal de la proteína AS. 

El efecto de la interacción axial fue estudiada con mas detalle en el modelo 4t, este modelo 

presenta una geometría de cuadrado plano sin ningún tipo de interacciones axiales. A partir del 

modelo 4t se construyó el modelo 4ts en el que se incluyeron siete moléculas de agua alrededor 

de la esfera de coordinación, favoreciendo principalmente interacciones del ión metálico con las 
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moléculas de agua en las posiciones axiales. Siguiendo la misma metodología, el modelo 4ts fue 

optimizado y se calcularon sus parámetros de EPR. La Figura 6.5 muestra una comparación entre 

la geometría de la esfera de coordinación del modelo 4t y una vez que las moléculas de H2O 

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

 

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

 

Como puede observarse, la interacción axial de las moléculas de H2O en el modelo 4ts causa un 

cambio en la geometría de la esfera de coordinación, respecto al modelo sin moléculas de H2O 

incluidas (4t). Esta pérdida en la planaridad es similar a la que se observa en los modelos que 

incluyen un átomo de azufre como ligando axial, por ejemplo en el modelo 5S1a. Por otro lado, 

los parámetros de EPR calculados a partir del modelo 4ts (Tabla 6.3), están en buen acuerdo con 

los valores reportados experimentalmente. Por lo tanto, la interacción axial, ya sea de un ligando 

azufre o de moléculas de H2O, es necesaria para completar la esfera de coordinación y reproducir 

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

para los modelos 4t y 5S1a. * 

Modelo Tensor g  Tensor A 
gxx gyy gzz  Axx Ayy Azz 

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 a 2.051 2.059 2.250  57.00 24.00 567.00 

 

* Los tensores g y A fueron calculados con el funcional PBE0. Los componentes del tensor A son 
reportados en MHz. a Valores obtenidos de la simulación del espectro de EPR, como se encuentran 
reportados en la referencia 36. 
 

En conjunto, los cálculos de estructura electrónica en el complejo Cu(II)-AS(1-6), indican que la 

interacción axial es necesaria para reproducir los valores de los parámetros de EPR, así, es 

posible que el azufre de la Met1 este interactuando axialmente con el Cu(II), aunque el modo de 

coordinación 2N2O no puede ser descartado, ya que moléculas de solvente pueden realizar una 

acción similar sobre la esfera de coordinación que la del azufre en la posición axial. Por lo tanto, 

el sitio de coordinación de Cu(II) en el N-terminal de la proteína AS puede ser una mezcla de los 

modos 2N2O y 2N2O1S.   

 

6.2.2. Coordinación de Cu(I) al N-terminal de la proteína AS. 

 

Una vez confirmada la esfera de coordinación ecuatorial en el complejo Cu(II)-AS(1-6) y 

elucidado el papel de las metioninas 1 y 5 en la coordinación del metal, se procedió a estudiar la 

naturaleza de la esfera de coordinación del Cu(I) en el mismo sitio de la proteína por medio de 

XAS y DFT.   
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6.2.2.1. Caracterización del complejo Cu(I)-AS en el sitio del N-terminal de la proteína por 

medio de espectroscopía de absorción de rayos X. 

 

Estudios precedentes de NMR indican que el sitio de mayor afinidad de Cu(I) en la proteína AS 

se encuentra en el N-terminal. Por medio de la misma técnica se han identificado a la Met1 y 

Met5 como los principales ligandos, (sección 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 coordinación 

del sitio. Por este motivo, la espectroscopía de absorción de rayos X, resulta muy útil y nos puede 

dar información valiosa para describir la esfera de coordinación alrededor del Cu(I). 

Para evaluar la coordinación de Cu(I) en el sitio del N-terminal de la proteína AS, se prepararon 

los complejos Cu(I)-ASH50A, (ASH50A, es la proteína AS con una Ala en la posición 50, 

remplazando la His) y Cu(I)-AS(1-6), a partir de la reducción con ascorbato de los complejos 

Cu(II)-ASH50A y Cu(II)-AS(1-6). Usar la proteína ASH50A permitió estudiar solo el sitio de 

coordinación del N-terminal, mientras que el uso del fragmento AS(1-6) ayuda a corroborar si el 

sitio de coordinación del N-terminal se encuentra en los primeros seis residuos de la proteína, 

como fue propuesto anteriormente.44 

La Figura 6.6 muestra los espectros de EPR de los complejos Cu(II)-ASH50A y Cu(II)-AS(1-6) a 

pH 6.5 (líneas sólidas). Como se puede ver, el complejo de coordinación de Cu(II) formado con 

el péptido AS(1-6), reproduce el espectro del complejo formado en la proteína ASH50A, 

indicando que el ión metálico esta coordinado en el sitio del N-terminal de la proteína y que 

involucra solo los primeros seis residuos. Los parámetros gz y Az obtenidos de los espectros son: 

2.25 y 180 G (567 MHz), respectivamente. Estos resultados reproducen los valores reportados 

anteriormente para este sistema.36 Después de su reducción con ascorbato la cuantificación de 

espín de los espectros de EPR de los complejos reducidos (líneas punteadas) indica una reducción 

≥ 95 %.  
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Figura 6.6. Espectros de EPR de los complejos Cu(II)-ASH50A y Cu(II)-AS(1-6) (líneas solidas) y 

después de adicionar 100 equivalentes de ascorbato en condiciones anaeróbicas (líneas punteadas) a pH 

6.5. La cuantificación de espín muestra menos del 5 % de Cu(II) 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)-ASH50A y 

Cu(I)-AS(1-6) a pH 6.5. El espectro XANES muestra la señal a 8984 eV característica de 

complejos de Cu(I), corroborando que el Cu se encuentra en su estado reducido.  

Ambos complejos Cu(I)-ASH50A 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 característica de complejos 

de Cu(I) 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 coordinación, esto es, el tipo 

de ligandos y la distancia a la que se encuentran del ión metálico, 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 coordinación de Cu(I) en el sitio de mayor afinidad de la 

proteína AS. 
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Figura 6.7. Espectros XANES (A), EXAFS (B) y transformada de Fourier del EXAFS (C) de los complejos 

Cu(I)-ASH50A (línea negra) y Cu(I)-AS(1-6) (línea azul) a pH 6.5. 

 

Los parámetros de los mejores ajustes de los datos de EXAFS se muestran en la Tabla 6.4. Para 

ambos, el mejor ajuste se obtiene con un complejo tetracoordinado que incluye dos enlaces Cu(I)-

S a 2.35 y 2.33 Å y dos enlaces Cu(I)-N/O a 2.16 y 2.11 Å 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 proteína AS.  

En resumen, los datos de XAS confirman la participación de los grupos tioéter de la Met1 y Met5 

en la coordinación de Cu(I) en el sitio del N-terminal de la proteína AS, además, nos indican la 

existencia de otros dos ligandos que pueden ser oxígeno o nitrógeno.  

 

Tabla 6.4. Ajustes de los espectros EXAFS de los complejos Cu(I)-ASH50A y Cu(I)-AS(1-6).  

 

Complejo Coord  Distancia (Å) Fn BVS 

Cu(I)-ASH50A 2    Cu-N/O 2.16 0.282 1.022 2    Cu-S 2.35 

Cu(I)-AS(1-6) 2    Cu-N/O 2.11 0.252 1.130 2    Cu-S 2.33 
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6.2.2.2. Modelado de los complejos Cu(I)-AS(1-6) usando cálculos de estructura electrónica. 

 

Para obtener la descripción completa del sitio de coordinación de Cu(I) en el N-terminal de la 

proteína AS, se realizaron cálculos Restricted Kohn-Sham (RKS) en una serie de modelos usando 

el fragmento AS(1-6). En todos los modelos, el estado de oxidación fue dispuesto como Cu(I) y, 

basándonos en la información experimental, los átomos de azufre pertenecientes a la Met1 y 

Met5 fueron incluidos en la esfera de coordinación. Por otro lado, también fue evaluado el efecto 

del número de ligandos sobre la coordinación del ión metálico, esto es, se incluyeron modelos bi,  

tri y tetracoordinados.  

La coordinación de cada modelo se encuentra detallada en la Tabla 6.5. Como punto de partida se 

construyó el modelo bicoordinado 2S, el cuál, tras el proceso de optimización, reclutó al oxígeno 

de la cadena lateral del Asp2 (OCOO) y terminó como una estructura tricoordinada (2SOCOO). Por 

otro lado, dentro de las estructuras tricoordinadas, fueron evaluados los modelos 2SOw, 2SOCOO y 

2SNterm, los cuales incluyen como tercer ligando una molécula de H2O (Ow), el oxígeno de la 

cadena lateral del Asp2 (OCOO) y el nitrógeno del N-terminal (Nterm), respectivamente. Dentro de 

estos modelos, el 2SOw y 2SOCOO mantienen la misma coordinación después del proceso de 

optimización, mientras que el modelo 2SNterm recluta un nuevo ligando, un oxígeno proveniente 

del grupo carbonilo de la Met1 (OCOM1) y termina como un modelo tetracoordinado 

2SNtermOCOM1. Por último, en los modelos tetracoordinados se evaluaron las estructuras 

2SNtermOw, 2SNtermOCOO y 2SOwOCOO. En ellas, el tercer y cuarto ligando son una combinación 

de Nterm, Ow y OCOO. En estos modelos, se mantuvo la coordinación inicial después de la 

optimización. El Nterm, Ow y OCOO se eligieron como posibles ligandos en la coordinación de 

Cu(I) debido a que estos participan en la coordinación de Cu(II) en el mismo sitio. Por lo tanto, 

podría esperarse que representen a los mejores candidatos para los dos ligandos N/O de Cu(I), 

que de acuerdo a los datos obtenidos por XAS, están presentes en la esfera de coordinación. 

De acuerdo a la experiencia obtenida al trabajar sistemas similares (sección 4.2.6.4 de esta Tesis), 

una vez optimizados los modelos se incluyeron explícitamente seis moléculas de H2O alrededor 

de la esfera de coordinación y se reoptimizaron las estructuras con la misma metodología. Así, 

los resultados que se muestran a continuación incluyen el efecto de solvatación explícita sobre la 

esfera de coordinación. 

 



! 90!

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

Estructura 
inicial 

Tercer 
ligando 

Cuarto  
ligando 

Estructura 
final 

2S   2SOCOO 
2SOw Ow  2SOw 
2SOCOO OCOO  2SOCOO 
2SNterm Nterm  2SNterm OCOM1 
2SNtermOw Nterm Ow 2SNtermOw 
2SNtermOCOO Nterm OCOO 2SNtermOCOO 
2SOwOCOO Ow OCOO 2SOwOCOO 

 

Las seis diferentes estructuras obtenidas usando la metodología OPBE/TZVP/GEN-A2 (sección 

10, Materiales y Métodos), que incluyen seis moléculas de H2O explícitas alrededor de la esfera 

de coordinación, se muestran en la Figura 6.8 y sus parámetros geométricos y energéticos se 

listan en la Tabla 6.6. 

 
Figura 6.8. Diagrama energético de los modelos del complejo Cu(I)-AS(1-6), que incluyen seis moléculas 

de H2O alrededor de la esfera de coordinación. La optimización se realizó con OPBE/TZVP/GEN-A2. Por 

claridad, la mayoría de los átomos de hidrógeno no se muestran.  

 

 



! 91!

De los seis modelos bajo estudio, los que tienen cuatro ligandos (2SNtermOCOO, 2SNtermOw, 

2SNtermOCOM1 y 2SOwOCOO) son los que presentan una menor energía, en comparación a los 

modelos tricoordinados (2SOCOO y 2SOw). Más aún, es de resaltar que aquellos modelos que 

contienen al N-terminal como ligando presentan las energías más 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 más 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 solvatación explícita se 

obtienen distancias Cu(I)-S más cercanas a los valores experimentales (Columna 3 y 4 de la 

Tabla 6.6). Este efecto ya se había observado anteriormente con el sistema Cu(I)-PrP(106-115) 

(sección 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 más cortas en comparación 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, además 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 2SNtermOCOO, además de ser 

energéticamente favorable, presenta distancias de enlace (2 Cu-S a 2.33 Å y 2 Cu-N/O a 2.12 Å) 

que están en excelente acuerdo con las distancias experimentales (2 Cu-S a 2.33 Å y 2 Cu-N/O a 

2.11 Å). Así pues, se propone que el mejor modelo que representa el complejo Cu(I)-AS(1-6) es 

aquel que contiene en su esfera de coordinación los dos átomos de azufre de la Met1 y Met5, el 

nitrógeno del N-terminal y un átomo de oxígeno proveniente del grupo carboxilato del Asp2. 
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Tabla 6.6. Parámetros estructurales y energéticos de los modelos del complejo Cu(I)-AS(1-6), generados 

por la optimización geométrica con OPBE/TZVP/GEN-A2. ΔE es la energía relativa en kcal/mol. Las 

distancias de enlace experimentales a partir de datos de EXAFS son: 2 Cu-S a 2.33 Å y 2 Cu-N/O a 2.11 

Å  (Tabla 6.4).* 

Modelo Ligandos OPBE OPBE  
(6 H2O) 

Promedio OPBE  
(6 H2O) 

ΔE en OPBE  
(6 H2O) 

2SNtermOCOO 

Cu-SM1 2.33 2.34  
2S – 

2N/O – 

 
2.330 
2.120 

0.00 Cu-SM5 2.31 2.32 
Cu-Nterm 2.15 2.15 
Cu-OCOO 2.09 2.11 

2SNtermOw 

Cu-SM1 2.27 2.30 
2S – 

2N/O –    
2.295 
2.190 1.30 Cu-SM5 2.28 2.29 

Cu-Nterm 2.11 2.08 
Cu-Ow 2.26 2.30 

2SNtermOCOM1 

Cu-SM1 2.27 2.31 
2S – 

1N1O –    
2.295 
2.130 5.49 Cu-SM5 2.24 2.28 

Cu-Nterm 2.14 2.15 
Cu-OCOM1 2.14 2.12 

2SOwOCOO 

Cu-SM1 2.25 2.28 
2S – 
2O –  

2.285 
2.245 9.46 Cu-SM5 2.26 2.29 

Cu-Ow 2.23 2.25 
Cu-OCOO 2.20 2.24 

2SOCOO 
Cu-SM1 
Cu-SM5 
Cu-OCOO 

2.26 
2.23 
2.04 

2.27 
2.25 
2.03 

2S –  
1O – 

2.260 
2.030 11.51 

2SOw 
Cu-SM1 
Cu-SM5 
Cu-Ow 

2.24 
2.20 
2.06 

2.26 
2.25 
2.07 

2S –  
1O – 

2.255 
2.070 14.02 

* En la Tabla: 

Nterm  es un nitrógeno proveniente del N-terminal 
OCOO es un oxígeno proveniente de la cadena lateral del Asp2 
Ow es un oxígeno proveniente de una molécula de agua 
OCOM1 es un oxígeno proveniente del carbonilo de la Met1 
SM1 es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Met1 
SM5 es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Met5 
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6.2.2.3. Cálculo de la energía de reorganización de esfera interna asociada a la reducción del 

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

 

Una vez que se obtuvo el panorama completo de la coordinación de Cu(II) y Cu(I) en el sitio del 

N-terminal de la proteína AS se realizó el cálculo de la energía de reorganización de esfera 

interna (ver sección 10, Materiales y Métodos) asociada a la reducción de estas especies. En este 

cálculo se usaron las estructuras de Cu(II) y Cu(I) obtenidas en las secciones 6.2.1 y 6.2.2.2, 

incluyendo a: 5S1a, con modo de coordinación 2N2O1S; 4a, con el modo de coordinación 2N2O, 

como modelos del complejo de Cu(II) y la estructura 2SNtermOCOO como modelo del complejo de 

Cu(I).  

La Tabla 6.7 muestra los valores de las energías de reorganización de esfera interna calculadas 

para cada par de modelos. Para las estructuras Cu(II)-2N2O y Cu(I)-1N1O2S, la energía 

calculada λi es 1.60 eV, mientras que, cuando se uso la estructura Cu(II)-2N2O1S, que contempla 

una interacción axial del azufre de la Met1, la energía calculada es de 1.58 eV.  

 

Tabla 6.7. Energías de reorganización (λi) para el complejo de Cu(II) y Cu(I) en el sitio N-terminal de la 

proteína AS.  

 ID Estructura Energía (a. u.) λi (a. u.) λi (eV) 

 

Eox(Redgeom) Cu(II)-1N1O2S -4881.563642 

0.059075 1.60 Eox(Oxgeom) Cu(II)-2N2O -4882.610209 
Ered(Oxgeom) Cu(I)-2N2O -4882.802402 
Ered(Redgeom) Cu(I)-1N1O2S -4881.873986 
Eox(Redgeom) Cu(II)-1N1O2S -4881.563642 

0.058236 1.58 Eox(Oxgeom) Cu(II)-2N2O1S -4881.590363 
Ered(Oxgeom) Cu(I)-2N2O1S -4881.764535 
Ered(Redgeom) Cu(I)-1N1O2S -4881.873986 

 

Como podemos observar, independientemente de que el complejo de Cu(II) solo este coordinado 

ecuatorialmente por ligandos N/O (Cu(II)-2N2O), o contenga la interacción del azufre de la Met1 

como parte de la esfera de coordinación (complejo Cu(II)-2N2O1S), la energía de reorganización 

asociada a la reducción es muy similar. Si analizamos lo que pasa en cada proceso, globalmente, 

en el primer caso (Cu(II)-2N2O a Cu(I)-1N1O2S) dos ligandos, el N-
D2O y Ow, se intercambian 

por los dos ligandos SM1 y SM5. A diferencia de esto, en el segundo caso, (Cu(II)-2N2O1S a 
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Cu(I)-1N1O2S), se debe reclutar al azufre proveniente de la Met5 (SM5) y sacar los mismos dos 

ligandos (N-
D2O y Ow) de la esfera de coordinación. Estos resultados nos indican que el mayor 

gasto energético asociado al rearreglo de los ligandos en la especie de Cu(I) es el reclutamiento 

de la Met5. Esto es congruente con lo obtenido en la sección 6.2.1, en donde se observo que las 

estructuras de Cu(II) con coordinación 2N2O y 2N2O1SM1 mantienen una energía relativa muy 

similar, mientras que la inclusión del azufre de la Met5 en la esfera de coordinación, modelo 

2N2O1SM5, representa un gasto energético mayor. La energía de reorganización es un parámetro 

importante que, aunado al ΔGº de la reacción, describe la reactividad que un sistema puede tener. 

De esta forma, el valor de λi que se calculó en esta sección servirá para analizar la reactividad de 

este sistema en la sección 6.3. 

 

6.2.2.4. Evaluación del efecto de la acetilación del N-terminal en la proteína AS sobre la 

coordinación de Cu(I). 

 

Como se mencionó al final de la sección 6.1.3, reportes recientes han planteado que la proteína 

AS se encuentra acetilada en el amino terminal. Teniendo esto en cuenta, se utilizó la técnica de 

espectroscopía de absorción de rayos X, en combinación con cálculos de estructura electrónica, 

para evaluar el efecto que la acetilación produce sobre la coordinación de Cu(I) en el sitio del N-

terminal. 

 

6.2.2.4.1. Espectroscopía de absorción de rayos X del complejo Cu(I)-AcASH50A y Cu(I)-

AcAS(1-6). 

 

Para esta evaluación se usó la proteína AcASH50A, que es la proteína AS acetilada en el N-

terminal y con un residuo de Ala en la posición 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 proteína AS 

con el N-terminal acetilado. De este modo, nos aseguramos de obtener información del sitio de 

Cu(I) del N-terminal y podemos comparar los resultados con los obtenidos previamente con la 

proteína sin acetilar. 

Los complejos Cu(I)-AcASH50A y Cu(I)-AcAS(1-6), fueron preparados en un ambiente 

anaeróbico a partir de la mezcla de Cu(II) con la proteína o el péptido y ascorbato (ver sección 
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10, Materiales y Métodos). La Figura 6.9 muestra los espectros de EPR iniciales (líneas sólidas) y 

después de la reducción (líneas punteadas). En este caso, el complejo Cu(II)-AcASH50A muestra 

los valores gz y Az  de 2.36 y 140 G, respectivamente, estos valores nos indica que el complejo de 

Cu(II) presente corresponde al identificado en el C-terminal de la proteína,34-35 ya que el grupo 

NH2 se encuentra bloqueado y no esta presente la His50. Por otro lado, el espectro obtenido con 

Cu(II) y el fragmento AcAS(1-6) muestra las señales características de Cu(II) en solución 

(asteriscos). Esto indica que, cuando el N-terminal se encuentra bloqueado no se forma el 

complejo Cu(II)-péptido a pH 6.5. Después de llevar a cabo la reducción con ascorbato, los 

espectros de EPR no muestran señales de Cu(II) (~ 5 % de Cu(II) residual, según la 

cuantificación de espín). 

 

 
Figura 6.9. Espectros de EPR del complejo Cu(II)-AcASH50A (sitio de Cu(II) en el C-terminal) y de la 

muestra del péptido AcAS(1-6) con Cu(II), antes (líneas solidas) y después de adicionar 100 equivalentes 

de ascorbato en condiciones anaeróbicas (líneas punteadas). En el caso del péptido acetilado, los asteriscos 

indican señales típicas de Cu(II) en solución. La cuantificación de espín de las muestras reducidas con 

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

 

Una vez obtenidas las especies de Cu(I), se llevó a cabo un estudio de las mismas por medio de 

XAS. La Figura 6.10 muestra una comparación de los espectros de XAS de los complejos Cu(I)-

AcASH50A 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(II) en el sitio del N-terminal (como lo demuestra el EPR, Figura 6.9), se llega a 

un complejo de Cu(I) ubicado en el N-terminal de la proteína, esto ha sido previamente 

observado en experimentos seguidos por NMR.54  

Las secciones A, B y C de la Figura 6.10 muestran la comparación de los complejos Cu(I)-

ASH50A y Cu(I)-AcASH50A, 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 cálculos de estructura electrónica apuntan a que el grupo amino participa como ligando del 

complejo de Cu(I) (sección 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, podrían deberse exclusivamente a la participación (o falta de ella) del N-terminal 

en el complejo de coordinación.   

 

 
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 prácticamente se superponen. Por lo tanto, 

podemos deducir que el complejo de Cu(I) en el sitio del N-terminal con la proteína 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 parámetros del mejor ajuste de los datos del EXAFS 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 Å y dos enlaces Cu-N/O a 2.16 Å; 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 acetilación; por tanto, las diferencias encontradas 

entre las muestras acetiladas se deben a la naturaleza de los ligandos N/O, específicamente a la 

capacidad de coordinación del grupo amino en su forma acetilada. 

  

Tabla 6.8. Ajuste del espectros EXAFS del Cu(I)-AcAS(1-6).  

Complejo Coord R(Å) Fn BVS 

Cu(I)-AcAS(1-6) 2    Cu-N/O 2.16 0.214 1.006 2    Cu-S 2.36 
 

6.2.2.4.2. Cálculos de estructura electrónica del complejo Cu(I)-AcAS(1-6). 

 

La capacidad de coordinación del grupo amino acetilado en los complejos de Cu(I) fue probada 

mediante cálculos de estructura electrónica. Para esto se utilizaron como punto de partida las 

estructuras tetracoordinadas 2SNtermOCOO, 2SNtermOw, 2SNtermOCOM1 y 2SOwOCOO, previamente 

optimizadas. En éstas se incluyó 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 tenían al grupo amino como 

ligando, además de presentar una energía mayor después de la optimización, no conservan la 

coordinación del grupo amino y terminan como estructuras tricoordinadas. Por lo tanto, a partir 

de estos cálculos, podemos concluir que el N-terminal acetilado no es un buen ligando para Cu(I) 

en el complejo Cu(I)-AcAS(1-6). Así mismo, es evidente que a falta de otro ligando que 
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provenga de un átomo de nitrógeno, los dos ligandos N/O detectados por XAS, deben ser una 

combinación de dos átomos de oxígeno. Sin embargo, el modelo 2SOwOCOO, aunque mantiene la 

coordinación inicial, exhibe distancias de enlace que no concuerdan con los valores 

experimentales (2 Cu(I)-S a 2.26 Å, 1 Cu(I)-OCOO a 2.15 Å y 1 Cu(I)-Ow a 2.37 Å). Los enlaces 

cortos Cu(I)-S pueden ser producto de que el enlace Cu(I)-Ow es muy largo, comportándose más 

como una estructura tricoordinada que tiene una interacción con una molécula de agua. Así, una 

molécula de agua tampoco parece ser un ligando adecuado para este sistema. Por estas razones es 

necesario evaluar otros ligandos oxígeno que provengan de los grupos carbonilo, en combinación 

con el oxígeno de la cadena lateral del Asp2.  

 

 
Figura 6.12. Modelos iniciales en los que fue añadido el grupo acetilo en el N-terminal (A) y después de 

reoptimizarse (B). La energía relativa de los modelos optimizados se muestra para cada caso.  
De acuerdo a lo anterior, se construyeron los modelos 2S2OCOac, 2S2OCOM1 y 2S2OCOD2. En estos 

tres modelos se mantienen los dos grupos tioéter y el oxígeno de la cadena lateral del Asp2 como 

ligandos de Cu(I). Para el cuarto ligando se probaron los átomos de oxígeno de los grupos 

carbonilo provenientes del grupo acetilo del N-terminal y de los enlaces peptídicos de la Met1 y 

del Asp2 (OCOac, OCOM1 y OCOD2, respectivamente). En la Tabla 6.9 se enlistan los resultados 

obtenidos; se muestran los parámetros geométricos, energéticos, así como las tres estructuras bajo 

estudio. Como se puede observar, el modelo 2S2OCOM1, además de presentar la energía más alta 

del grupo, optimiza como una estructura tricoordinada. Por otro lado, el modelo 2S2OCOD2, 

presenta enlaces Cu(I)-S (2.325 Å) más cortos que los reportados experimentalmente (2.36 Å), 
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además también tiene un enlace corto Cu(I)-O a 2.01 Å, que no concuerda con los valores 

experimentales. En contraste, el modelo 2S2OCOac, además de ser el de menor energía, 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(I), siendo remplazado por el carbonilo del mismo grupo acetilo, mientras 

que los otros tres ligandos identificados SM1, SM5 y OCOO se mantienen en la esfera de 

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

generados por la optimización geométrica con OPBE/TZVP/GEN-A2. ΔE es la energía relativa en 

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

Cu-N/O a 2.16 Å  (Tabla 6.8).* 

 

Modelo Ligandos OPBE OPBE  
(6 H2O) 

Promedio 
OPBE  

(6 H2O) 

ΔE en 
OPBE 

(6 H2O) 

 
2S2OCOac 

Cu-SM1 
Cu-SM5 
Cu-OCOO 
Cu-OCOac 

2.30 
2.32 
2.13 
2.11 

2.33 
2.35 
2.14 
2.12 

2S – 
2O – 

2.340 
2.130 0.00 

 
2S2OCOD2 

Cu-SM1 
Cu-SM5 
Cu-OCOO 
Cu-OCOD2 

2.29 
2.31 
2.10 
2.03 

2.31 
2.34 
2.12 
2.02 

2S – 
1O – 
1O –    

2.325 
2.130 
2.010 

5.30 

 
2S2OCOM1 

Cu-SM1 
Cu-SM5 
Cu-OCOO 
Cu-OCOM1 

2.28 
2.29 
1.99 
2.30 

2.26 
2.28 
2.01 
3.64 

2S – 
1O –    

2.270 
2.040 9.80 

* En la Tabla: 

OCOO es un oxígeno proveniente de la cadena lateral del Asp2 
OCOM1 es un oxígeno proveniente del carbonilo de la Met1 
OCOD2 es un oxígeno proveniente del carbonilo del Asp2 
SM1 es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Met1 
SM5 es un azufre proveniente de la cadena lateral de la Met5 
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6.3. Discusión 

 

La coordinación de Cu(II) en el sitio del N-terminal de la proteína AS ha sido estudiada 

ampliamente mediante diversas técnicas espectroscópicas. Por medio de CD y EPR, se han 

identificado los ligandos ecuatoriales que participan en la coordinación del ión metálico.36 Sin 

embargo, la participación de las metioninas 1 y 5 como posibles ligandos axiales aún estaba por 

evaluarse. En este trabajo, mediante cálculos de estructura electrónica, se evaluaron varios 

modelos tetra y pentacoordinados para describir de forma completa el sitio de coordinación de 

Cu(II). Para poder obtener una fuente de comparación con los resultados experimentales también 

se calcularon los parámetros 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 Met1 como ligando axial son más estables. De la misma forma, se 

demuestra que la participación del azufre de la Met5 como ligando axial no es favorable (su 

coordinación representa un costo energético de ~ 30 kcal/mol), por lo tanto se puede descartar a 

la Met5 como ligando axial de Cu(II). Por otro lado, se demostró que para reproducir los valores 

experimentales de EPR es necesario incluir la interacción axial, ya sea con el azufre de la Met1 o 

con moléculas de H2O. Por tanto, el complejo de Cu(II), además de tener ecuatorialmente un 

modo de coordinación 2N2O, necesita una interacción axial que puede provenir del átomo de 

azufre de la Met1. Esto daría lugar a un complejo Cu(II)-2N2O1S en el sitio del N-terminal de la 

proteína AS. 

La coordinación de Cu(II) en la proteína AS ha sido ampliamente estudiada. A la fecha se tiene 

una descripción muy detallada de la naturaleza de los complejos formados con Cu(II), sin 

embargo, la coordinación del ión Cu(I) no se ha estudiado con el mismo detalle. En este trabajo 

se utilizó la espectroscopía de absorción de rayos X, en combinación con cálculos de estructura 

electrónica, para obtener información estructural del complejo de Cu(I) en el sitio de mayor 

afinidad de la proteína AS. Por medio de XAS, se demostró que a pH 6.5 en el sitio del N-

terminal de la proteína AS se forma un complejo de Cu(I) tetracoordinado cuyos ligandos son los 

grupos tioéter de la Met1 y Met5, así como otros dos ligandos N/O. La participación de ambas 

metioninas en la coordinación de Cu(I) fue propuesta previamente mediante NMR,44 en este 

trabajo hemos corroborado dicha interacción. 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 coordinación dos enlaces Cu(I)-S a 2.294 Å y otros dos enlaces Cu(I)-

N/O a 1.92 Å.46 Si se analizan los resultados previamente publicados por De Ricco con los 

descritos en esta Tesis, es claro que hay una concordancia en el número de ligandos en la esfera 

de coordinación de Cu(I), 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 aquí 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 Å y 2 Cu-N/O a 2.11 Å, 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 llevó a 

acabo a pH 6.5. Como fue demostrado en la sección 4.2 de esta Tesis y en reportes anteriores,55 la 

coordinación de los grupos tioéter de los residuos de metionina a Cu(I) es altamente dependiente 

del pH. Los resultados descritos a pH 7.5 podrían presentar contribuciones de especies presentes 

a pH alto. En este trabajo, para asegurar la caracterización de una sola especie y evitar la 

presencia de complejos de Cu(I) con uno y dos azufres en la esfera de coordinación, los 

experimentos fueron realizados a pH 6.5. También, considerando que la proteína AS se encuentra 

en el citosol, cuyo pH es ~ 7, las especies formadas a pH más alto podrían 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 oxígenos, provenientes del carboxilato del Asp2 y de 

una molécula de H2O, como los ligandos que completan la esfera de coordinación 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 coordinación del ión metálico. En el presente trabajo, mediante 

cálculos de estructura electrónica, se identificó al grupo amino terminal y al oxígeno del grupo 

carboxilato del Asp2 como los otros dos ligandos de la esfera de coordinación (Figura 6.13). La 

posibilidad de que la molécula de H2O, u otros ligandos, participaran en la coordinación de Cu(I) 

fueron descartados por criterios energéticos y geométricos (sección 6.2.2.2). 

Por otro lado, en esta Tesis se presenta el cálculo de la energía de reorganización de esfera 

interna obtenida a partir de las estructuras que se identificaron como los mejores candidatos para 

modelar los complejos de Cu(II) y Cu(I) en el sitio N-terminal de la proteína AS. La energía 

calculada resultó ser de 1.60 eV, cuando se parte de los complejos Cu(II)-2N2O y Cu(I)-

1N1O2S; mientras que es 1.58 eV si se usan los complejos Cu(II)-2N2O1S y Cu(I)-1N1O2S. 
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Estos resultados indican que el gasto energético para llegar al complejo Cu(I)-1N1O2S se debe 

en gran parte a la energía necesaria para reclutar al grupo tioéter de la Met5. Aunado a esto, 

recientemente se reportó que el potencial de reducción de este sitio es de 82 mV.48 Por lo tanto, 

este sitio presenta una alta energía de reorganización y un potencial de reducción bajo. A partir de 

estos datos se puede concluir que este sistema no está optimizado para llevar a cabo reacciones 

óxido-reducción.   

Por último, en este trabajo también se investigó el efecto que tiene la acetilación del N-terminal 

en la coordinación de Cu(I). En este aspecto, se demostró por medio de XAS que la forma 

acetilada de la proteína AS también coordina Cu(I) 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 teóricos indican que el 

grupo amino acetilado ya no es capaz de participar como ligando de Cu(I), en su lugar, el oxígeno 

del grupo carbonilo del acetilo fue identificado como el cuarto ligando de la esfera de 

coordinación.  

La proteína AS se encuentra principalmente en el citosol de neuronas dopaminérgicas,22 

posiblemente llevando a cabo diversas funciones relacionadas con el metabolismo y liberación de 

neurotransmisores.23, 25 En este contexto, la proteína AS se encuentra principalmente en un 

ambiente reductor.56-57 Por lo tanto, bajo estas condiciones fisiológicas, la coordinación con Cu(I) 

pudiera ser más relevante. Sin embargo, en la enfermedad de Parkinson, la proteína AS es 

encontrada en agregados que constituyen los cuerpos y neuritas de Lewi, los cuales se presentan 

intra y extracelularmente.8 En estas circunstancias, los complejos de Cu(I)-AS podrían 

enfrentarse a un ambiente oxidante en el medio extracelular. La Figura 6.13 resume los posibles 

escenarios del sitio de coordinación de Cu en el N-terminal de la proteína AS. En primer lugar, 

con el N-terminal libre, en el medio intracelular se daría lugar a la formación del complejo Cu(I)-

2S1N1O, el cual, bajo un ambiente oxidante, como en el medio extracelular, podría oxidarse para 

formar la mezcla de especies Cu(II)-2N2O1S y Cu(II)-2N2O. La oxidación de los complejos 

Cu(I)-AS puede ir acompañada de la generación de ROS y la oxidación parcial de los residuos de 

Met.43, 48 Por otro lado, en presencia de agentes reductores, los complejos de Cu(II)-AS podrían 

regresar a la especie de Cu(I) y comenzar nuevamente el ciclo. Aunque este ciclo de reacciones 

no sería muy eficiente, ya que el sistema presenta una alta energía de reorganización y un 

potencial de reducción bajo.48 (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 podría formarse el complejo Cu(I)-2S2O en el sitio del N-

terminal de la proteína AS. De hecho se ha demostrado que la forma acetilada de la proteína AS 

en presencia de Cu(I) favorece una conformación tipo α hélice en los primeros diez residuos de la 

proteína,54 esto contribuiría a llevar a la proteína a la conformación que se ha descrito como 

fisiológicamente relevante en el ensamble de complejos necesarios para la liberación de 

neurotransmisores.25 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 ión Cu(II) y posiblemente 

lo liberaría en el medio. Esto podría suponer un exceso de Cu(II) en el medio extracelular, lo cual 

a su vez, podría tener implicaciones en el balance homeostático del Cu, la generación de ROS y 

la misma agregación de la proteína AS. 

 
Figura 6.13. Coordinación de cobre en el sitio del N-terminal de la proteína AS con el N-terminal libre 

(A) y acetilado (B). En azul se muestra la coordinación de Cu(I) en un ambiente reductor, como en el 

citosol, mientras que en rosa se muestra lo que ocurriría en un ambiente oxidante, por ejemplo el espacio 

extracelular.  
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6.4. Conclusiones. 

 

En este trabajo, la coordinación de Cu(II) y Cu(I) en el sitio del N-terminal de la proteína AS y el 

efecto de la acetilación del N-terminal sobre la coordinación se estudiaron en detalle. Con los 

resultados obtenidos se proporcionan dos escenarios diferentes: cuando la proteína se encuentra 

acetilada y cuando el N-terminal no presenta ninguna modificación. En el primer caso, en el 

ambiente intracelular, podría formarse el complejo de coordinación Cu(I)-2O2S, en el cual los 

ligandos son: los azufres de la Met1 y Met5, el oxígeno carboxilato del Asp2 y el oxígeno del 

grupo carbonilo del acetilo. Por otro lado, si la proteína se encuentra sin acetilar, se favorecerá el 

modo de coordinación Cu(I)-1N1O2S, con el grupo NH2 remplazando al oxígeno del grupo 

carbonilo del acetilo.  

Sin embargo, bajo circunstancias que sitúen a la proteína 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 está optimizado para llevar a cabo 

reacciones óxido-reducción, esto es, presenta una energía de reorganización alta y un potencial de 

reducción bajo, las especies Cu(I)-1N1O2S y Cu(II)-2N2O1S podrían existir. En este contexto, 

este sitio podría ser capaz de generar especies reactivas de oxígeno y desencadenar la oxidación 

parcial de los residuos de metionina. Por el contrario, con la proteína en su forma acetilada, no es 

posible la coordinación de Cu(II) en este sitio, por lo tanto el ión metálico podría ser liberado al 

espacio extracelular y esto podría tener implicaciones en la homeostasis del metal.   
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7. Discusión final.  

 

A lo largo de esta Tesis se presentan los resultados obtenidos del estudio de la coordinación de 

Cu(II) y Cu(I) en el sitio de la His111 de la proteína prion humana y en el sitio N-terminal de la 

proteína α sinucleína.  

Las proteínas PrP y AS se encuentran fisiológicamente 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 específicas, puede sufrir endocitosis, que la situaría al interior de 

endosomas (condiciones reductoras, pH 4-5). Por su parte, la AS es una proteína que se encuentra 

en el citosol (condiciones reductoras, pH ~ 7). En este trabajo se ha descrito la coordinación de 

Cu(II) y Cu(I) bajo los diferentes ambientes de pH que presentan estos dos sistemas.  

La Figura 7.1 muestra una comparación de las especies de Cu(II) y Cu(I) caracterizadas a pH 6.5 

en el sitio de la His111 de la proteína prion (recuadro azul) y en el sitio del N-terminal de la 

proteína AS (recuadro verde). Podemos ver que existen varias similitudes y diferencias en estos 

sistemas de los cuales se puede hacer un interesante análisis. En primer lugar, la coordinación de 

Cu(II) al sitio de la His111 en la proteína prion humana ocurre a través de los residuos MKHM 

(fragmento 109-112 de la proteína PrP humana), mientras que, en el sitio del N-terminal de la 

proteína 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 ión Cu(II) es la His (coordinación hacia el N-terminal), 

mientras que, en la AS es el grupo amino terminal y la coordinación ocurre hacia el C-terminal. 

Por otro lado, en el caso de la PrP, la desprotonación de dos amidas y la participación de un 

grupo carbonilo de la cadena peptídica permiten la formación del complejo 3N1O que contiene 

tres anillos adyacentes de 6,5,7 miembros, sin olvidar que, a pH más alto puede existir también 

otra especie con un modo de coordinación 4N (tres anillos de 6,5,5 miembros) debido a la 

desprotonación de una tercera amida de la cadena peptídica (Figura 4.2, sección 4.2.3). Sin 

embargo, en la AS, la presencia del Asp2 provee un grupo carboxilato como ligando, 

desfavoreciendo la desprotonación de una segunda amida. Esto se refleja en la estabilidad del 

complejo de Cu(II) en un amplio rango de pH (5 - 7.5). 
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Figura 7.1. Comparación de la coordinación de Cu(II) y Cu(I) 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 proteína AS (verde).  
 

Por otro lado, si analizamos las especies reducidas, ambos sitios tienen un modo de coordinación 

1N1O2S, 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 H2O, mientras que en la AS, provienen del grupo terminal 

NH2 y del carboxilato del Asp2. Además, aunque ambos sitios tienen dos residuos de Met en la 

esfera de coordinación, hay una diferencia importante que resaltar, en la PrP las metioninas están 

separadas por dos residuos (MKHM), mientras que en la AS se encuentran separados por tres 

(MDVFM). Como se discutió en la sección 4.4, los residuos de metionina son particularmente 

efectivos en la coordinación de Cu(I) cuando están separados por no más de dos residuos. Todas 

estas condiciones tienen implicaciones en la formación, estabilidad y reactividad de estos 

complejos, por eso, aunque parezcan sistemas similares, en realidad tienen características muy 

particulares. Por ejemplo, para el sitio de la PrP la energía de reorganización 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 sólo dos. No 

obstante, el potencial redox en el caso de la PrP es 152 mV (sección 5) y para el sitio del N-

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

reacciones de óxido-reducción.  

 

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 disposición de estos en 

la esfera de coordinación y el ambiente químico en el que se encuentran estas proteínas, origina 

diferencias importantes en la formación, estabilidad y reactividad de los complejos de Cu en 

estos dos sistemas. 

El sitio de coordinación a Cu alrededor de la His111 de la proteína PrP (motivo MKHM), le 

confiere propiedades de coordinación muy interesantes. La presencia de los residuos de His y 

Met proveen los elementos necesarios para coordinar Cu(II) y Cu(I) en un amplio rango de pH. 

Las especies Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N pueden existir en equilibrio a pH 7.5. En presencia de 

agentes reductores, el complejo más poblado del sitio Cu(I)-His111 puede ser la especie Cu(I)-

1N1O2S, la cual es capaz de activar O2 a través de un mecanismo de esfera interna. En este 

proceso, los residuos de metionina son oxidados a sulfóxido. La habilidad que presentan las 

metioninas para contener las especies reactivas de oxígeno podría jugar un papel muy importante 

en las propiedades antioxidantes de la PrP. Por otro lado, incluso si se presentan cambios 

drásticos en el ambiente químico, 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 coordinación de Cu en el N-terminal de la proteína AS está constituido 

por los residuos MDVFM. Es este sistema se exploró la coordinación de Cu en dos escenarios 

diferentes: cuando el N-terminal de la proteína se encuentra libre y en su forma acetilada. Los 

resultados de este trabajo indican que si la proteína AS se encuentra bajo un ambiente reductor, 

por ejemplo en el citosol, en el primer caso, se formaría el complejo Cu(I)-1N1O2S, en el cual 

participan como ligandos los dos residuos de metionina (Met1 y Met5), el oxígeno carboxilato 

del Asp2 y el grupo N-terminal. Por otro lado, si la proteína se encuentra acetilada, el grupo N-

terminal no puede participar en la coordinación y por lo tanto se favorecerá el modo de 

coordinación Cu(I)-2O2S, en el que el grupo carbonilo del acetilo remplaza al NH2 en la esfera 

de coordinación. Sin embargo, si la proteína AS se sitúa en un ambiente oxidante, por ejemplo si 
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se encontrara en el espacio extracelular, la acetilación de la proteína ofrece un panorama muy 

diferente respecto a la forma no acetilada. Con el grupo N-terminal libre, el complejo Cu(I)-

1N1O2S, aunque de forma poco eficiente, podría oxidarse, generar especies reactivas de oxígeno 

y desencadenar la oxidación parcial de los residuos de metionina. Por el contrario, con la proteína 

es su forma acetilada, no es posible la coordinación de Cu(II) en este sitio, por lo tanto el ión 

metálico podría ser liberado al espacio extracelular, esto último podría 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 ayudarían a entender con mayor detalle estos sistemas Cu-proteína, tanto en la función 

biológica como en las posibles implicaciones en las enfermedades neurodegenerativas TSEs y 

Parkinson. 

 

En esta Tesis se estudió en detalle la coordinación de Cu(I) en el sitio de la His111 de la proteína 

PrP, además se determinó que la reacción del complejo de Cu(I) frente a oxígeno sigue un 

mecanismo de transferencia electrónica de esfera interna. Sería muy interesante continuar con un 

estudio detallado por DFT para identificar la naturaleza del mecanismo de esfera interna, esto es, 

si la formación del intermediario Cu(II)-superóxido sigue un mecanismo asociativo o disociativo. 

Por otra parte, sería de gran utilidad medir la afinidad de los complejos Cu(I)-His111 a diferentes 

valores de pH, los resultados obtenidos servirían para comparar la efectividad de la coordinación 

de Cu(I) de este sitio, respecto a los encontrados en otras proteínas, por ejemplo las 

transportadoras de Cu. También, sería de gran importancia cuantificar el porcentaje de oxidación 

que sufren los residuos de metionina, así como las especies reactivas de oxígeno producidas por 

la reacción. Con estos resultados, se podría evaluar la capacidad de las metioninas como especies 

que compiten por el daño oxidativo frente a otros componentes. Esto podría darnos información 

valiosa respecto al daño oxidativo generado por las ROS producidas por estos sistemas. En este 

mismo contexto, sería muy interesante evaluar la capacidad de la enzima reductasa de sulfóxido 

de metionina (MsrA y MsrB) para regenerar la Met109 y Met112 desde su forma de sulfóxido; 

además de estudiar el efecto que la oxidación de estas metioninas tiene sobre la agregación de la 

proteína PrP. 

 

Así mismo, en esta Tesis se presentó la caracterización de la coordinación de Cu(I) en el sitio N-

terminal de la proteína AS y el efecto que la acetilación tiene sobre dicha coordinación. Para 

continuar con este trabajo sería de gran relevancia evaluar el efecto del pH sobre la coordinación 

de Cu(I) en este sitio, así como elucidar la coordinación de Cu(I) en el sitio alrededor de la His50, 

que, a pesar de presentar una menor afinidad podría ser importante. Por otro lado, sería muy 

interesante estudiar de forma detallada la reactividad del complejo Cu(I)-AcAS (modo 2O2S) y 
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Cu(I)-His50 frente a oxígeno. También sería de gran importancia evaluar el efecto del ión Cu(I) 

en el plegamiento y agregación de la proteína AS y en su forma acetilada (AcAS). 

 

En este trabajo se ha obtenido información muy útil y valiosa acerca de la coordinación y 

reactividad de los complejos de Cu en los fragmentos MKHM y MDVFM, esta información 

puede resultar de mucha ayuda tanto para continuar con el estudio de los sistemas Cu-PrP y Cu-

AS, así como en el diseño de sitios de coordinación con capacidades de reactividad específicas a 

diferentes valores de pH. 

 
!
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10.   Materiales y Métodos. 

 
Reactivos. Los reactivos usados en la síntesis de péptidos, purificación y preparación de las 

muestras fueron: resina MBHA Fmoc-Rink amid, aminoácidos 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 (l, 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 sinucleína, glicerol, NaOH, HCl, ditionita de sodio, EDTA (ethylenediaminetetraacetic 

acid) ácido ascórbico y CuSO4.  El agua usada en todos los experimentos fue purificada a una 

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

 

Síntesis 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 sólida con el método Fmoc.1-2 

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 síntesis. Posteriormente la resina fue tratada con una solución 

desprotectora (30 % piperidina, 0.1 % DBU, 69.9 % DMF) para remover el grupo Fmoc. El 

acoplamiento de aminoácidos a la resina se inicia en el C-terminal y acaba en el N-terminal, 

por lo tanto el primer acople realizado corresponde al último aminoácido de la secuencia que 

se desee sintetizar. Para llevar a cabo el primer acople, el aminoácido fue tratado con HOBt, 

NMP, DIC y DCM, después fue añadido a la resina. La reacción se mantuvo por 7-8 horas en 

agitación. El paso siguiente fue tratar la resina nuevamente con la solución desprotectora y 

repetir el proceso de acople del siguiente aminoácido. Al finalizar, si el diseño así lo requiere, 

después de la ultima desprotección se acetila el N-terminal con una solución 1:1:1 de 
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anhídrido acético, piridina y DMF. Entre cada ciclo de desprotección 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 aminoácidos 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 purificación.  

Los péptidos MDVFMK (AS(1-6) y AcAS(1-6)) fueron sintetizados por Esaú E. Rodríguez, 

en el laboratorio de la Dra. Liliana Quintanar en el Cinvestav, siguiendo la misma técnica de 

síntesis descrita.  

Todos los péptidos fueron amidados en el C-terminal y, a excepción 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® µBondapack C18. La masa molecular de cada péptido fue 

confirmada por ESI-MS (electrospray ionization mass spectroscopy) y la pureza final fue 

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

 

Proteínas recombinantes. Las proteínas ASH50A (α sinucleína, AS, con una Ala en la 

posición 50 remplazando la His) y AcASH50A (α sinucleína acetilada con una Ala en la 

posición 50 remplazando la His) usadas en este proyecto de investigación fueron 

proporcionadas por el grupo de investigación del Dr. Claudio O. Fernández, Laboratorio Max 

Planck de Biología Estructural, Química y Biofísica Molecular de Rosario, Argentina. 

 

Espectroscopía de absorción de Rayos X (XAS, por sus siglas en Inglés) K-edge. Las 

muestras fueron preparadas en el departamento de Química 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 investigación de 

los Dres. Ed. I. Solomon, Britt Hedman y Keith O. Hodgson. Preparación de las muestras. 

Los complejos Cu(II)-péptido/proteína fueron preparados a 2 mM de concentración de 

péptido con 0.5 equivalentes de Cu(II) (sistema PrP a pH 6.5) o 1 mM de péptido/proteína 

con 0.8 equivalentes de Cu(II) (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 pequeñas cantidades de 
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NaOH o HCl. La naturaleza de los complejos Cu(II)-péptido/proteína fue examinada por 

resonancia paramagnética electrónica (EPR), en todos los casos se obtuvieron valores gz y Az 

consistentes con los previamente reportados para los sistemas bajo estudio. Los complejos 

Cu(I)-péptido/proteína fueron obtenidos de la reducción de los complejos correspondientes de 

Cu(II) con 100 equivalentes de ácido ascórbico (ajustado al pH correspondiente), bajo 

condiciones anaeróbicas. Los complejos reducidos fueron caracterizados por EPR y en todos 

los casos se encontró que tenían menos del 5 % de la especie de Cu(II). Colección de datos de 

XAS. Los datos de XAS Cu K-edge fueron colectados en la línea 7-3, los parámetros del 

anillo de almacenamiento del sincrotrón fueron 3 GeV y 300-350 mA o 500mA. Un pre-

monocromador revestido de Rh fue usado para la colimación vertical, para la selección de 

energía 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 µm y 

mantenidas a temperatura constante de ~ 10 K durante la colección de los datos, para esto se 

usó un criostato de He de flujo continuo CF1208. Un detector Canberrra Ge 30-element solid-

state fue usado para colectar el Cu Kα fluorescencia. La calibración interna de energía fue 

hecha mediante la medición simultanea de la absorción de una lamina de Cu colocada entre 

dos cámaras de ionización, delante de la muestra. El primer punto de inflexión del espectro de 

la lamina de Cu fue asignado a 8980.3 eV. En las muestras de Cu(I) no se observó daño por 

radiación, 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(II) 

fueron colectados en cuatro puntos físicamente separados de la celda con un promedio de 2 a 

4 barridos por punto para minimizar el efecto de fotoreducción. Análisis de los datos de XAS. 

Los datos de la región pre-edge fueron obtenidos por medio de un ajuste polinomial de 

segundo orden del promedio de los datos. Para modelar la región post-edge se uso un modelo 

polinomial de tres partes (2º, 3º y 3º orden). Los datos fueron normalizados por escalamiento 

a un valor de 1.0 en la región edge a 9000 eV. El tratamiento de los datos fue realizado 

usando PySpline.3 El programa de ajuste por mínimos cuadrados OPT del paquete 

computacional EXAFSPAK4 fue usado para el ajuste de los datos. Las funciones de fase y 

amplitud iniciales fueron generadas en el programa FEFF 7.05 usando como estructuras 

iniciales los modelos de Cu(I) calculados. Los números de coordinación fueron variados 

sistemáticamente 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 

(Fn) de cada ajuste. Fn =
Σk6 (χexp tl − χcalcd )2

Ndata

, donde la suma se realiza sobre k, el vector de 

onda del fotoelectrón y χ son los puntos calculados o experimentales. 

 

Análisis BVS (Bond Valence Sum).6-7 El análisis BVS realizado sobre los modelos 

provenientes del ajuste de los datos del EXAFS se hizo a partir de las ecuaciones: si = e
r0−r
0.37
"

#
$

%

&
'
 y 

BVS = si
i=1

n

∑  

Donde, r es la distancia de enlace para el ligando i derivada de los datos experimentales y r0 

es la distancia de enlace de referencia. Los valores usados para r0 incluyen: rCu(I)-S = 1.898 Å, 

rCu(I)-N = 1.595 Å, y and rCu(I)-O = 1.519 Å. 

 

Resonancia magnética nuclear de muestras Cu(I)-PrP. Estos experimentos fueron 

realizados en el Laboratorio Max Planck de Biología Estructural, Química y Biofísica 

Molecular de Rosario, Argentina, por Marco C. Miotto, estudiante del grupo de investigación 

del Dr. Claudio O. Fernández. Los complejos de Cu(I)-PrP (0.3 mM, concentración de 

péptido y 0.8 equivalentes de Cu) fueron preparados a partir de sus contrapartes de Cu(II), 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 asignación homonuclear de los péptidos fue 

realizada a partir de los experimentos 1H-1H, Total Correlated Spectroscopy (TOCSY), y 1H-
13C Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC) a pH 6.5 y 8.5. Los picos cruzados 

que se afectaron en los experimentos 1H-1H y 1H-13C en presencia de Cu(I) fueron 

identificados por su comparación con los valores de los desplazamientos químicos en los 

experimentos realizados en ausencia del ión metálico. Todos los experimentos fueron 

adquiridos a 288 K en tubos de NMR sellados bajo una atmosfera de N2, usando un 

espectrometro Bruker Avance II 600 MHz equipado con una crio-sonda de triple resonancia 

con detección inversa. La adquisición, procesamiento y visualización de los espectros de 

NMR fue realizada usando los programas TOPSPIN 2.1 (Bruker) y Sparky.     



! 119!

Las señales a las qu7e se hace referencia en las figuras 4.14 - 4.16 y la sección 4.2.4 y 4.2.5 

de esta Tesis siguen la siguiente asignación: 

 

  
 

Absorción electrónica UV-Vis y Dicroísmo circular (CD, por sus siglas en Inglés). Los 

experimentos de absorción electrónica y CD de las muestras Cu(II)-péptido fueron realizados 

a temperatura ambiente usando un espectrómetro Agilent 8453 equipado con un arreglo de 

diodos, y un espectropolarímetro CD Jasco J-815. Los espectros fueron colectados en celdas 

de cuarzo de 1 cm de paso óptico.     

 

Resonancia paramagnética electrónica (EPR, por sus siglas en Inglés). Las muestras de 

Cu(II) 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 modulación, 5G; frecuencia de modulación, 100 kHz; 

constante de tiempo, 327 ms; tiempo de conversión, 83 ms y promedio de barridos, 12. La 

línea 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 reducción 

de los complejos Cu(II)-PrP con ascorbato fueron realizados por medio de absorción 

electrónica UV-Vis en un sistema de stopped-flow SX20, equipado con una lámpara 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 razón de mezclado 1:1 (v/v), en una celda con un paso 

óptico de 1 cm. La temperatura fue mantenida a 25.0 ± 0.1 ºC por medio de un recirculador y 

se monitoreó la temperatura con un sensor interno en la unidad de mezclado. El análisis de los 

datos fue hecho con el programa Pro-data. Los complejos Cu(II)-PrP y el ascorbato fueron 
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degasificados en una línea de vacío y colocados en las jeringas de inyección del equipo de 

stopped-flow de forma anaeróbica, usando válvulas de tres vías. Todas las líneas de flujo del 

equipo de stopped-flow fueron lavadas exhaustivamente antes de cargar las jeringas de 

inyección con la muestra de Cu(II) y el agente reductor con ditionita de sodio y buffer A 

degasificados. Las concentraciones finales de los complejos Cu(II)-PrP en la celda fueron 

0.15 mM. La reducción fue seguida bajo condiciones de seudo-primer orden con un exceso de 

20 veces el agente reductor. La perdida de la absorbancia como función 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-oxidación. Los estudios cinéticos de re-oxidación de los 

complejos Cu(I)-PrP a pH 6.5 con oxígeno fueron realizados en un espectrómetro Agilent 

8453 equipado con un arreglo de diodos. Todos los experimentos se llevaron a cabo en una 

celda de cuarzo con tapa, el paso óptico fue de 1 cm.  El análisis 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 solución degasificada del correspondiente complejo de Cu(II) 

(0.8 mM de péptido y 0.5 equivalentes de Cu en buffer A), la reducción total de los complejos 

bajo estas condiciones fue confirmada por absorción electrónica. La reoxidación de los 

complejos de Cu(I) después de adicionar buffer A saturado con aire (~ 0.5 equivalentes de 

O2), fue monitoreada por la aparición de la banda d-d característica a 600 nm. Las constantes 

de rapidez reportadas son el promedio de tres mediciones independientes.  

 

Espectrometría de masas  MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization time of flight/time of flight).  Estos datos fueron colectados en la 

unidad de Genómica, proteómica y metabolómica, LaNSE, Cinvestav. La masa molecular de 

los péptidos de PrP antes y después de un ciclo de reducción-oxidación 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 reducción (bajo condiciones anaeróbicas) y reoxidación con oxígeno. Los 

complejos Cu-PrP fueron tratados con 15 equivalentes de EDTA para remover el ión 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 µL y mezclados en 

una solución matriz (α-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 calibración externa 

de una mezcla de péptidos estándar fue usada como control.  

 

Cálculos de estructura electrónica. Los cálculos presentados en esta tesis fueron realizados 

en el clúster híbrido de supercómputo Xiuhcoatl del Cinvestav. 

 

Modelado de los complejos Cu(II)-AS(1-6). Los cálculos de estructura electrónica del 

complejo Cu(II)-AS(1-6) se realizaron usando la secuencia completa MDVFMK, con el C-

terminal amidado y el N-terminal sin ninguna modificación, el número total de átomos en 

estos modelos fue de 111. La construcción de los modelos estudiados se realizó en Molden;8 

diferentes conformaciones iniciales fueron estudiadas: α hélice (a), hoja-β (b), vuelta (t) y 

extendida (e). Ocho modelos diferentes fueron construidos (4a, 4b, 4t, 4e, 5S1a, 5S1b, 5S1t, 

5S5t). En estos, los números 4 y 5 denotan modelos tetra y penta coordinados, 

respectivamente, las letras a, b, t y e indican la conformación inicial del péptido y S1 y S5 

indican si el ligando azufre proviene de la Met1 o Met5, respectivamente. La estructura 

electrónica fue obtenida usando la teoría de Kohn-Sham spin-unrestricted (UKS) dentro de la 

aproximación de combinación lineal de orbitales gausianos para resolver las ecuaciones de 

Kohn-Sham9 implementada en el programa deMon2k,10 el cuál usa el ajuste variacional de la 

energía de Coulomb para evitar el cálculo de integrales de cuatro centros, a expensas de 

introducir un conjunto de bases auxiliares. Todas las estructuras tienen una multiplicidad de 

espín de dos (doblete) y fueron optimizadas sin ninguna restricción geométrica a nivel local 

(LDA) con el funcional de intercambio-correlación Dirac11-VWN12 y con el funcional de 

intercambio-correlación PBE13 de gradientes generalizados (GGA), usando un conjunto de 

bases orbitales doublé-ζ plus polarization (DZVP)14 y un conjunto de bases auxiliares GEN-

A2.15-16 Un análisis de frecuencias fue hecho para todos los puntos estacionarios localizados 

en la superficie de energía potencial con el funcional PBE. Las estructuras optimizadas fueron 
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utilizadas para calcular los parámetros de EPR (tensores g y A) con el programa ORCA,12 

usando el funcional hibrido no-empírico PBE017 con la base CP18 para el cobre y la base 

DGAUSS14 en los otros átomos. La solvatación implícita fue incluida en el cálculo de los 

parámetros de EPR usando el modelo COSMO de ORCA.19-20 

 

Reoptimización de los modelos Cu(II)-3N1O y Cu(II)-4N en el sistema de la PrP. Los 

modelos 3N1O y 4N fueron reoptimizados a partir de los modelos 4Na, 4Nb y 3Nb1 

reportados anteriormente.21 Los cálculos del modelo 4N fueron hechos con el programa 

deMon2k usando la metodología OPBE/TZVP/GEN-A2. Los cálculos del modelo 3N1O 

fueron realizados en el programa ORCA con los funcionales B3LYP y BP86 y la base orbital 

TZVP. En estos cálculos se incluyó el modelo de solvatación implícita con COSMO.  

 

Modelado de los complejos Cu(I)-PrP, Cu(I)-AS y Cu(I)-AcAS. Para el sistema Cu(I)-PrP se 

utilizó 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 átomos, 

dependiendo del estado de protonación de las amidas de la cadena peptídica y el número de 

aguas explícitas usadas en el cálculo. Para el sistema de la AS, el péptido con secuencia 

MDVFMK fue usado en los modelos de coordinación. Para modelar el complejo Cu(I)-AS se 

utilizó el péptido amidado en el C-terminal y el N-terminal se mantuvo sin ninguna 

modificación; estos modelos contienen un total de 112-130 átomos, dependiendo del número 

de aguas explícitas usadas en el cálculo. En cambio para modelar el complejo Cu(I)-AcAS, se 

incluyó la acetilación en el N-terminal, por lo tanto las estructuras contienen entre 117-135 

átomos. Cada modelo fue construido usando el programa GaussView 4.1.2. Todos las 

estructuras fueron optimizadas en el programa deMon2k sin ninguna restricción geométrica 

bajo la aproximación restricted Kohn-Sham (RKS), usando una multiplicidad de espín de uno 

(singulete). El funcional OPBE (que combina el funcional de intercambio OPTX de Handy y 

Cohen22 y la correlación del funcional PBE13) fue usado para estos cálculos. Inicialmente 

también se realizaron cálculos al nivel LDA en estos sistemas. La base orbital TZVP14, 23 y 

auxiliar GEN-A2 fueron usadas en todos los casos. Los efectos de solvatación fueron 

incluidos por dos métodos: incluyendo seis moléculas de agua explícitas alrededor de la 

esfera de coordinación y reoptimizando las estructuras en el programa deMon2k con la 
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metodología OPBE/TZVP/GEN-A2, e incluyendo la solvatación implícita por medio de 

COSMO, reoptimizando las estructuras en el programa ORCA.  

 

Cálculo de la energía de reorganización de esfera interna. La energía de reorganización λi 

fue calculada para los sistemas Cu(II)/Cu(I)-PrP y Cu(II)-Cu(I)-AS, usando la siguiente 

expresión:24 

λi =
1
2

[Eox (redgeom )−Eox (oxgeom )+Ered (oxgeom )−Ered (redgeom )]
 

donde Eox(redgeom) es la energía del estado oxidado en la geometría de la estructura del estado 

reducido y Ered(oxgeom) es la energía del estado reducido en la geometría de la estructura del 

estado oxidado. 
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