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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia senil a nivel
mundial, y conduce a la pérdida de la memoria y al deterioro cognitivo, lo que incapacita al
paciente para realizar tareas habituales y/o sencillas. Esta patologia ha sido asociada a la
presencia de agregados proteicos en el cerebro cuyo componente es el péptido B-amiloide
(AB). El péptido AP posee gran afinidad por iones metélicos tales como el cobre, y se ha
propuesto que dicha interaccion conduce a la generacion de especies reactivas de oxigeno y
finalmente al dafio neuronal. Se sabe que el sitio de coordinacion a cobre en la AP se
localiza en los primeros 16 residuos del péptido. Sin embargo, a pesar de diversos estudios
hay controversia sobre la esfera de coordinacion alrededor del centro metélico y el
mecanismo por el cual se generan las especies reactivas de oxigeno que conducen al estrés

oxidativo y al dafio neuronal.

Por lo tanto, con el proposito de profundizar en el conocimiento de los procesos
moleculares involucrados en la enfermedad de Alzheimer, este trabajo estd enfocado en
entender espectroscopica y electroquimicamente la interaccién de los iones de Cu?* con el
péptido AP(1-16). A través de diferentes técnicas espectroscopicas (absorcion electronica
en la region UV-Vis, dicroismo circular y resonancia paramagnética electronica) se
encontro que a pH fisiologico se forman dos complejos de coordinacion AB(1-16)-Cu2+,
cuya abundancia relativa depende de la concentracién de Cu®* y del pH. Estos dos
complejos presentan diferentes esferas de coordinacién. En el primer modo de coordinacion
participan dos histidinas, el grupo NH,-terminal y un atomo de oxigeno, mientras que en el
modo Il una histidina es reemplazada por una amida desprotonada de la cadena peptidica.
Esta diferencia de ligantes repercute de manera importante en las propiedades redox de los
complejos, lo cual fue evidenciado por los experimentos de voltamperometria ciclica,
donde se encontrd que los potenciales de reduccién de los modos de coordinacion son muy
diferentes; el modo | tiene un potencial de reduccién mucho mayor que el modo II.
Considerando el entorno quimico en la sinapsis, es posible concluir que el modo | seria
capaz de ser reducido y reaccionar con oxigeno para generar especies reactivas de oxigeno,

mientras que el modo Il seria inerte desde el punto de vista redox en condiciones
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fisiologicas. Este trabajo proporciona informacion valiosa sobre el comportamiento redox
de los dos modos de coordinacion presentes bajo condiciones fisioldgicas, la cual puede
servir de herramienta para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas para los pacientes

con Alzheimer.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease is the most important cause of senile dementia worldwide, and
leads to memory loss and cognitive impairment, which disables the patient to perform
common and / or simple tasks. This disease has been associated with the presence of
protein aggregates in the brain, where the main component is the amyloid-p peptide (AR).
The AR peptide has high affinity for metal ions such as copper, and it has been proposed
that this interaction leads to the generation of reactive oxygen species, and finally to
neuronal damage. It is known that the copper coordination site in AR is located in the first
16 residues of the peptide. However, despite several studies, there is controversy over the
coordination sphere around the metal center and the mechanism that generates the reactive

oxygen species that lead to oxidative stress and neuronal damage.

In order to further understand the molecular processes involved in Alzheimer's
disease, this work focused on studying the interaction of Cu®* ions with the peptide AR(1-
16), using spectroscopic and electrochemical tools. Through various spectroscopic
techniques (electronic absorption and circular dichroism in the UV-Vis region, and electron
paramagnetic resonance), it was found that at physiological pH, two coordination
complexes AR(1-16)-Cu®* form, whose relative abundance depends on the Cu®*
concentration and pH. These two complexes have distinct coordination spheres. The first
coordination mode (mode I) involves two histidines, the NH,-terminal group and an oxygen
atom, while in the second mode (mode Il) one histidine is replaced with a deprotonated
amide of the peptide chain. This difference in coordination sphere affects the redox
properties of the species, which was evidenced by the cyclic voltammetry experiments,
where it was found that mode Il has a much lower reduction potential than mode I.
Considering the chemical environment in the synapse, it is possible to conclude that mode |
could be reduced and react with oxygen to generate reactive oxygen species, while mode 11
would be redox inert under physiological conditions. This work provides valuable
information on the redox behavior of the two AB(1-16)-Cu®* coordination modes present
under physiological conditions, which can serve as a tool for the design of new therapeutic

strategies for Alzheimer's patients.
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INTRODUCCION

Los iones metalicos son esenciales para la vida y cumplen con diversas funciones en
el cuerpo humano. S6lo por mencionar algunas, a nivel cerebral se encuentran iones de Na*
y K* los cuales estan involucrados en la transmision de impulsos nerviosos, mientras que
durante la sinapsis se liberan iones de Zn?* y Cu?*. Cabe mencionar que los iones con
actividad redox como el Cu?* y Fe?* se encuentran en diversas metaloenzimas que son
vitales en rutas metabdlicas dentro del sistema nervioso. Por tal motivo, la concentracion de
estos iones en los diferentes compartimentos celulares esta altamente regulada
(homeostasis). Se ha encontrado evidencia de que la pérdida de homeostasis de metales en
el cerebro estd implicada en la patofisiologia y patogénesis de diferentes enfermedades
neurodegenerativas tales como el Alzheimer, el Parkinson, la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob, y la esclerosis amiotrofica lateral (ALS, por sus siglas en inglés), entre otras. Las
interacciones entre los iones de Cu/Fe y las proteinas relacionadas a estos padecimientos,
conducen a una serie de eventos intimamente relacionados como lo son el estrés oxidativo,
neurodegeneracion y finalmente muerte celular. Por otro lado, se ha encontrado que la
concentracion de estos iones aumenta con la edad, por lo que las personas de edad
avanzada, son el blanco de estas patologias. Por lo tanto, es de suma importancia tratar de
entender las diferentes interacciones metal-proteina y sus efectos en las diferentes

enfermedades neurodegenerativas.

En el 2015 se reportaron cerca de 900 millones de personas mayores de 60 afos, y
se calcula gque esta cifra aumentara significativamente para el afio 2050. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud y con la Asociacién Internacional de Alzheimer (ADI,
por sus siglas en inglés), las enfermedades neurodegenerativas constituyen un problema de
salud a nivel mundial, y se estima que actualmente existen méas de 47.5 millones de casos
de demencia reportados. Se pronostica que la cifra de pacientes con algun tipo de demencia
se triplique para el afio 2050, rebasando asi los 135 millones de pacientes. Por tanto, la
demencia se ha catalogado como una prioridad de salud publica, no sélo por la incidencia,

sino también por las repercusiones socioecondmicas que conlleva.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia senil mas comin a nivel
global, ya que constituye el 60-70 % de los casos reportados de pacientes entre los 60 y 85
afios de edad. En México, se estima que hay alrededor de 10 millones de personas de edad
avanzada, de las cuales 800,000 padecen Alzheimer y se calcula que dicha cifra aumente a
3 millones para el afio 2050. Cabe destacar que a pesar de la exhaustiva investigacion a
nivel mundial, ain no se comprenden completamente los mecanismos moleculares que
producen esta enfermedad. Pese a ello, en las Gltimas décadas se han logrado aislar e
identificar diversos elementos fisioldgicos que son clave en la patogénesis de este
padecimiento. Por ejemplo, la presencia de agregados proteicos extracelulares conocidos
como placas seniles o amiloides conformados por el péptido B-amiloide (Ap), las cuales
interfieren en la sinapsis distorsionando la comunicacion neuronal y por tanto,
disminuyendo las capacidades mentales. Adicionalmente, en las placas amiloide se han
encontrado altas concentraciones de Cu (~ 0.4 mM), sugiriendo que la interaccion entre AB
y los iones de Cu estan implicados en el desarrollo de la EA. Ademaés, se ha asociado la
participacion de estos complejos en la generacion de especies reactivas de oxigeno. Por
tanto, la determinacién de la coordinacién de los iones Cu* y Cu®* hacia el péptido v el

proceso redox de los complejos AB-Cu®* / AB-Cu® son de gran interés.

El presente trabajo esta enfocado en el estudio de la interaccién de iones Cu®* con el
péptido AB(1-16) en funcion de la concentracion de cobre y del pH. Se pudo observar la
formacion de dos modos de coordinacion de los complejos AB(1-16)-Cu?*. La poblacién de
cada modo de coordinacion depende de la concentracion de cobre y del pH. Dichos
complejos presentan esferas de coordinacion similares, sin embargo, el cambio de un solo
ligante afecta sus propiedades redox. Este hecho, representa un factor clave en la
produccidn de especies reactivas de oxigeno y por ende del estrés oxidativo. Por lo tanto,
este trabajo contribuye a entender la quimica de coordinacion y la quimica redox de las

interacciones AB-Cu®* involucradas en la patologia de Alzheimer.
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Capitulo 1

Antecedentes






1.1. Metales en sistemas bioldgicos

Los iones metalicos son esenciales para distintas funciones bioldgicas, ya que por lo
menos, una tercera parte de las proteinas poseen un centro metalico como cofactor. A estas
proteinas se les llama metaloproteinas. Ademas, estos iones sirven como elementos
estructurales, centros cataliticos y/o mensajeros para diversas funciones celulares. Cabe
destacar que su contenido en los organismos vivos normalmente es menor que los
elementos més abundantes como lo son el C, O, N e H; siendo los mas cuantiosos Na, K,
Mg y Ca, los cuales contribuyen del 0.05 al 1.5 % del peso corporal. Sin embargo, hay
otros elementos que se encuentran en menor cantidad pero que son esenciales para la vida.
Dentro de los metales que han sido establecidos como esenciales para los humanos son: Na,
K, Mg, Ca, Fe, Zn, Cu, Mn, Co y Mo. Por tanto, se necesita de mecanismos selectivos que
controlen el metabolismo de todos estos iones, incluyendo transporte y almacenamiento

para un correcto funcionamiento.

Dentro de los metales que son responsables de acarrear cargas positivas y mantener
el balance osmético se encuentran Na* y K*. Otros, son estructurales como el Mg?* y los
metales que sirven como mensajeros son el Ca**y Zn*" Todos estos son metales inertes, es
decir, no producen reacciones redox. Por el contrario, hay metales de transicion que pueden

existir en diferentes estados de oxidacién, como lo son Cu*’?*, Fe?"**

, lo que los hace
indispensables para catalizar reacciones redox. Ademas, pueden unir pequefias moléculas a

través de enlaces de coordinacion de manera reversible o irreversible.*

1.2. Metales de transicion en el cerebro

En el cerebro se concentran méas de 15 metales a nivel traza, los cuales han sido
medidos tanto en tejidos como en neuronas, encontrandose los niveles mas altos en el
interior de éstas (> 90%). Sin embargo, también estan presentes en la matriz extracelular
(10 a 10 M). En promedio el cerebro pesa aproximadamente 1.4 Kg y contiene alrededor
del 9 % de Cu, el 6 % de Zn y el 12.3 % de Fe del total que requiere el cuerpo para realizar

sus diversas funciones. La homeostasis de metales en el cerebro es regulada por las barreras



hemato-encefalica y la barrera sangre-liquido cerebroespinal. Sin embargo, la falta o
alteracion de la homeostasis de dichos metales, puede conducir a diversas patologias como
los transtornos neurolégicos (ej. Alzheimer). Se estima que las concentraciones de Zn, Cu
y Fe en el fluido cerebroespinal son: [Zn] = 0.38 uM, [Cu] = 0.34 uM y [Fe] = 0.54 uM.>

El Zn es el segundo metal de transicion mas abundante en el cerebro. Las vesiculas
sinapticas son su principal reservorio y puede alcanzar una concentracion después de la
excitacion neuronal de hasta 300 uM en condiciones extremas.* Dado que se localiza en las
mismas vesiculas que el glutamato, se ha propuesto la hipotesis que el Zn puede ser
liberado y actuar como un neurotransmisor o neuromodulador en la sinapsis. Por otro lado,
se ha encontrado que aproximadamente el 90 % del zinc estd unido a enzimas, factores de
transcripcion y metaloproteinas. A diferencia de otros metales, éste se encuentra en mayor

concentracion al nacer y disminuye con la edad.”

Los mecanismos biologicos que regulan la homeostasis tanto de Cu como de Fe,
tienen lugar en los procesos de absorcidn, distribucion, biotransformacion y excrecion. El
Fe est4 presente en el cuerpo humano en un promedio de 4-5 g, donde alrededor del 65 %
se encuentra en la hemoglobina, el 4 % en la mioglobina y del 15 al 30 % esta almacenado
en el sistema reticulo endotelial y en el higado, principalmente en la forma de ferritina. En
el cerebro, el Fe es requerido para la sintesis de DNA, respiracion mitocondrial, sintesis de
neurotransmisores, entre otras funciones. Bajo condiciones fisiolégicas normales, el Fe se
encuentra en altas concentraciones en el estriado y el hipocampo, mientras que en la corteza

cerebral se observan bajas concentraciones de este metal.®

En el siguiente segmento se abarca el papel del Cu en los sistemas bioldgicos,

enfocado principalmente en su funciéon cerebral.
1.3. Cobre en sistemas bioldgicos y su metabolismo

El cobre compone el 0.00007% de la corteza terrestre y estd presente en el cuerpo
humano en altas cantidades, por ejemplo una persona sana que pesa 70 Kg, contiene 110



mg de Cu, de los cuales aproximadamente 46 mg se encuentran en el esqueleto y la médula
0sea, 26 mg en los musculos esqueléticos, 10 mg en el higado, 8.8 mg en el cerebro y 6 mg
en la sangre. La ingesta promedio en adultos varia entre 0.6-1.6 mg/dia,”  es obtenido a
través de semillas, granos, nueces, frijoles, mariscos e higado.® Es absorbido por el intestino
delgado y almacenado en el higado. En el higado, la mayoria de estos iones estan unidos a
la ceruloplasmina y son liberados en la sangre. En el plasma sanguineo, alrededor del 65-90
% del Cu esta fuertemente unido a la ceruloplasmina y el resto esta débilmente unido a la
alblimina y transcupreina. La principal via de excrecion es a través de la bilis (~80 %).% °
La concentracién de iones de cobre libre ha sido estimada en el orden 107%-10" M en

células de levadura y en el plasma humano respectivamente.?

1.4. Cobre en el cerebro

El cerebro humano requiere cobre para su desarrollo y funcionamiento normal. Es el
tercer metal de transicion més abundante en el cerebro [~0.1 mM] y su distribucion es
dependiente de la regién cerebral, edad, factores ambientales y genéticos. Se sabe que el
nivel de cobre en la sustancia gris es 2 0 3 veces més alto que en la sustancia blanca.™
(Tabla 1.1) En la corteza y el hipocampo, el cobre es liberado después de la

1112 mientras

despolarizacion en el espacio sindptico en concentraciones de 15-100 uM,
que el nivel de Cu®* extracelular en el fluido cerebroespinal oscila entre 100 nM hasta

aproximadamente 1 uM. "

Tabla 1.1 Concentracion de Cu en regiones del cerebro humano.™

pg/g (peso en seco)

Centro semioval 13.7
Corteza cerebral (frontal) 24.7
Corteza cerebelosa 33.1
Sustancia blanca cerebelosa 13.5
Cuerpo calloso 9.8
Hipocampo 21.0
Sustancia nigra 59.9




Por otro lado, la quimica del cobre en sistemas bioldgicos esta limitada a los estados
de oxidacion 1+ y 2+. El ion Cu*, tiene una configuracion electrénica 3d'°, mientras que el
ion Cu** es 3d°, es decir, tiene un electrén desapareado en su orbital de valencia. El par
redox Cu**/Cu* posee un potencial de reduccién de 0.153 V (1 atm y 298.15 K, en medio
acuoso),* que le permite a ambos estados de oxidacién formar complejos con varios
ligantes. Esta caracteristica es la que hace relevante al Cu en los sistemas biologicos, ya que
sirve como cofactor de un gran nimero de enzimas. Entre las méas destacadas se encuentran
la citocromo ¢ oxidasa (CcO), superdxido dismutasa de Cu/Zn (SOD1), ceruloplasmina

(Cp) y la dopamina p monooxigenasa (DpM)." *°

Bajo condiciones fisioldgicas normales, las diferentes enzimas que tienen como
cofactor al cobre, cumplen con diversas funciones, por ejemplo, la CcO lleva a cabo la
fosforilacion mitocondrial oxidativa y el transporte de electrones. La Cp es una ferroxidasa
que esta involucrada en el metabolismo del hierro,'® mientras que la SOD remueve los
radicales libres de los tejidos,* y la DBM esta vinculada con la sintesis de dopamina, por

mencionar sélo algunas.™

1.5. Cobre y estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EO) es definido como el desequilibrio entre los procesos
quimicos que conducen a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive
Oxygen Species) y los procesos que se encargan de removerlas, mejor conocidos como
antioxidantes.’® Durante las Gltimas décadas se ha investigado la participacién del EO en un
sin nimero de enfermedades, principalmente aquellas que estan relacionadas con la edad y
se ha determinado que los radicales libres forman parte principal del envejecimiento y por
lo tanto, sirven como base para el entendimiento de los cambios bioguimicos que ocurren
en el organismo hacia el final de nuestra vida. Las ROS son conocidas por dafar lipidos,
azlcares, proteinas, polinucle6tidos, etc, conduciendo a productos secundarios que son
igual de dafinos que las ROS iniciales, y en altas concentraciones causan apoptosis (muerte

celular), necrosis, derivando en diferentes patologias.*®°



El cerebro adulto contiene entre 10'*-10' neuronas, las cuales estan soportadas y
protegidas por las células gliales, cuya funcionalidad principal es controlar el
microambiente celular, es decir, la composicion iénica y los niveles de neurotransmisores
presentes.” El cerebro posee altas concentraciones de iones metalicos capaces de generar
ROS, lo que lo hace vulnerable al ataque de dichas especies, ya que comprende el 2 % de la
masa total del cuerpo, consume grandes cantidades de oxigeno (20 % del total) y posee
relativamente bajas concentraciones de antioxidantes, asi como un alto contenido de lipidos
poliinsaturados los cuales son susceptibles a oxidarse. Por lo tanto, el EO es un factor
relevante en las enfermedades neurodegenerativas, donde el dafio neuronal se ve reflejado a
través de un alto proceso oxidativo y a su vez una disminucion en las defensas

antioxidantes del cerebro.?

Dentro de los radicales libres tenemos las especies denominadas reactivas de
oxigeno (ROS), tales como el peréxido de hidrégeno (H,0,), Oxido nitrico (NO)
superéxido (O;7) vy los radicales hidroxilo (OH") los cuales son altamente reactivos. Es
importante mencionar que toxicolégicamente, tanto el Cu como el Fe libres pueden
facilmente interactuar con oxigeno para iniciar una serie de reacciones bioquimicas que

22, 23

conducen a la produccion de radicales libres y estrés oxidativo, catalizando la

formacion de ROS por dos mecanismos: via fenton y Haber-Weiss (reacciones 1 y 2

respectivamente. Donde M = Cu, Fe).?*?’

M + H,0, —> MO0+ + OH + OH" (1)

M2+
0" + H,0, —> OH + OH + 0, @

Ademas, se sabe que altos niveles de cobre disminuyen los niveles de glutation (un
poderoso antioxidante celular y sustrato de varias enzimas encargado de la remocién de
ROS), lo cual se ve traducido en el aumento citotoxico de las ROS permitiendo, que el
metal sea cataliticamente mas activo, es decir, que produzca mayor cantidad de ROS.? Por

lo tanto, debido a su reactividad quimica, tanto el exceso como la deficiencia de estos iones,



pueden dafiar el sistema nervioso central (SNC), dando lugar a diversas patologias como la
enfermedad de Wilson, Menkes y las enfermedades neurodegenerativas, por mencionar

algunas.?

1.6. Las enfermedades neurodegenerativas

Se denomina enfermedad neurodegenerativa, a aquellos trastornos multifacéticos
cronicos y progresivos que afectan el sistema nervioso, donde selectivamente las lineas
neuronales son las mas afectadas ya sea anatdmica o fisiol6gicamente, causando finalmente
la muerte neuronal. La vulnerabilidad de cada poblacion neuronal va a determinar las
manifestaciones clinicas de cada patologia. A largo plazo, las enfermedades
neurodegenerativas causan demencia y discapacidad por lo que los pacientes poco a poco
van perdiendo su independencia y requieren de cuidados exhaustivos, lo que repercute en
los familiares y en la economia tanto familiar como gubernamental. Estos padecimientos se

relacionan con el envejecimiento afectando a millones de personas a nivel mundial.®® %

En el 2015 se reportaron cerca de 900 millones de personas mayores de 60 afios, y
se calcula que esta cifra aumentara significativamente para el afio 2050 dependiendo del
pais de procedencia. Por ejemplo, se espera que el incremento de la poblacién senil para los
paises con altos y medianos recursos sea menor (56 %) que en los paises con medianos y
bajos recursos, del cual se espera un alza del 185 %, mientras que para paises de bajos
recursos, se espera que sea del 239 %. Esto debido al aumento de la esperanza de vida que
contribuye al crecimiento de la poblacién de adultos de edad avanzada y como
consecuencia, la prevalencia de enfermedades neurodegenerativas. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud y con la Asociacién Internacional de Alzheimer (ADI,
Alzheimer’s Disease International), las enfermedades neurodegenerativas constituyen un
problema de salud a nivel mundial y se estima que existen méas de 47.5 millones de casos de
demencia reportados, y cada afo se registran 9.9 millones de nuevos casos, es decir, 1 caso
cada 3.2 segundos, de los cuales poco mas de la mitad (58%) viven en paises de ingresos

bajos y medios. Por otro lado, se calcula que entre un 5% y un 8% de la poblacion general



de 60 afios 0 mas sufre demencia en un determinado momento, y se pronostica que la cifra
de pacientes con algun tipo de demencia se triplique para el afio 2050, rebasando asi los
135 millones de pacientes. Por tanto, la demencia se ha catalogado como una prioridad de
salud puablica, no sélo por la incidencia, sino también por las repercusiones
socioeconémicas que conlleva.®® Entre las enfermedades mas comunes se encuentran la

enfermedad de Alzheimer (EA), Parkinson, Creutzfeldt-Jakob, Huntington, entre otras.®

Todas estas enfermedades han sido estudiadas por décadas y a pesar de ser de

distinta naturaleza, presentan caracteristicas importantes en comuin:

e Lapresencia de agregados proteicos intra y/o extracelulares que se acumulan
en el cerebro conduciendo a una pérdida selectiva de neuronas. (Tabla 1.2.)

e Cambio en la estructura secundaria, de una o varias proteinas, favoreciendo
la formacion de hojas .

e Son enfermedades de origen esporadico y/o hereditarias (10 al 12 % de los
€asos).

e Estrés oxidativo provocado por el incremento de ROS.

e Desequilibrio en la homeostasis de ciertos metales, tales como el cobre.*?

Tabla 1.2. Proteinas relacionadas a enfermedades neurodegenerativas.

Enfermedad Proteina Lesion Metal
. Placas
Alzheimer p-amiloide (A) Marafas Cu, Zn Fe
Tau o .
neurofibrilares
Parkinson a-sinucleina Cuerpos de Lewy Cu, Fe
Creutzfeldt-Jakob prion placas Cu, Fe
Huntington Huntingtina placas Cu

Todas estas proteinas en condiciones fisioldgicas normales son solubles, sin

embargo, patoldégicamente se convierten en agregados insolubles que generalmente son



toxicos para el cerebro. La causa para el plegamiento andmalo de dichas proteinas y su
subsecuente acumulacion en el cerebro no es clara hasta el momento. Tampoco se conoce
el papel que juega la interaccién de los iones metalicos con las respectivas proteinas que
dan lugar a los diferentes trastornos. Sin embargo, factores genéticos y ambientales, asi
como la edad estan involucrados. Actualmente, no existe un tratamiento que las revierta o

inhiba el progreso de estas enfermedades.**

Por todo lo descrito anteriormente, esta tesis esta enfocada en el estudio de la
interaccion del ion cobre con el péptido AP y su relevancia en la enfermedad de Alzheimer.

A continuacién se dan detalles sobresalientes de esta enfermedad.

1.7. Laenfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia senil mas comun a nivel
global, ya que constituye el 60-70 % de los casos reportados de pacientes entre los 60 y 85
afios de edad.®? En México, hay alrededor de 10 millones aproximadamente de personas en
edad avanzada, de las cuales 800,000 padecen Alzheimer, y se estima que dicha cifra
aumente a 3 millones para el 2050.%

Los pacientes con EA, presentan una rapida y progresiva pérdida de la memoria, la
cual se ve reflejada por la incapacidad de recordar y adquirir nueva informacion, ademas
presentan lapsos de desorientacion, problemas de lenguaje, como por ejemplo pierden la
comprension de palabras sencillas, no pueden resolver problemas, entre otras alteraciones
cognitivas, neurologicas y conductuales, que los imposibilitan para realizar tareas
cotidianas y sencillas, por lo tanto, se vuelven dependientes de algun familiar.* Esto tiene
importantes repercusiones no solo fisicas, psicoldgicas y econdémicas para los cuidadores de
los paciente, sino que también tiene un gran impacto a nivel social, ya que se estima que el
costo anual a nivel mundial para tratar este y otros problemas neurodegenerativos oscila
alrededor de los $604,000 millones de délares.*



La EA fue descrita por primera vez en 1906, por el neurdlogo alemén Alois
Alzheimer, a través de estudiar a una paciente de 51 afios que presentd un cuadro de
demencia, pérdida de la memoria y desorientacion tiempo-espacio. Al fallecer, Alois
analizo el cerebro de la paciente y observo la presencia de depdsitos intra y extracelulares,
ademés de glidsis (proliferacion de astrocitos en regiones lesionadas del SNC), tejido
atrofiado y pérdida neuronal. Estos resultados permitieron diferenciar esta enfermedad de la
demencia senil y/o trastornos propios del envejecimiento. Actualmente, se sabe que la EA
es un trastorno neurodegenerativo, irreversible y progresivo que generalmente después de

los 7 a 10 afios de diagnosticada, conduce a la muerte.>” *®

El cerebro con EA, morfolégicamente (Figura 1.1 A)* presenta dafio en diferentes
regiones como lo son el hipocampo, la amigdala y la neocorteza. Las dos caracteristicas
patoldgicas principales de la EA son: la formacion de placas amiloides extracelulares,
constituidas por el péptido B-Amiloide (AB) que interfieren en la sinapsis distorsionando la
comunicacion neuronal (dafio a las dendritas) y por tanto, disminuyendo las capacidades
mentales, e intracelularmente la formacion de marafias neurofibrilares que estan
conformadas por la proteina tau hiperfosforilada (Figura 1.1 B). Existe una hipotesis
llamada “cascada del amiloide™, la cual sefala que la agregacion o deposicion de AP es el
agente causante de la patologia de EA, y que las marafias neurofibrilares, la pérdida celular,
el dafio vascular y finalmente la demencia, son el resultado directo de esta deposicion.*
Por otro lado, se han reportado varias especies en las placas seniles, tales como
mondmeros, oligémeros, protofibras y fibras.** No obstante, el mecanismo que relaciona a
AP con los dafios celulares caracteristicos de la EA no esta del todo definido debido al
equilibrio dinamico de las formas monoméricas, oligoméricas (solubles e insolubles) y
fibrillas insolubles de amiloide que se encuentran en el cerebro.® (Figura 1.2)* La
neurotoxicidad del AP se ha atribuido mas a los mondémeros y oligdmeros solubles que a las

fibras insolubles.**

10



Figura 1.1. A) Comparacion de un cerebro sano (derecha) y un cerebro con la enfermedad de Alzheimer
(izquierda). B) Agregados amiloides. Figura tomada de la Ref.*
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Figura 1.2. Agregacion del péptido B-amiloide (especies intermediarias, oligémeros, fibrillas y placas
amiloide) encontradas en un cerebro postmortem con Alzheimer. Figura adaptada de la Ref.*
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Finalmente, es importante destacar que en los cerebros postmortem de pacientes con
EA, no existe una correlacion entre la gravedad de la demencia y la densidad de las placas
amiloides, es decir, que la deposicion de AP no es un factor suficiente para generar la

patogénesis de EA.*

1.8. Proteina B-Amiloide (AP) y su relacion con la enfermedad de Alzheimer

A pesar de que a principios de 1900 Alois Alzheimer descubri6 que las placas eran
la principal caracteristica de la neuropatologia de EA, la identidad del principal
componente de éstas permanecid desconocido aproximadamente por 80 afios. No fue hasta
1984 que Glenner y Wong aislaron el componente proteico y lo denominaron como “la
proteina p”.** Cabe mencionar que la extraccion la realizaron de los vasos sanguineos de un
paciente con sindrome de Down, logrando secuenciar los primeros 28 aminoacidos de dicha
proteina.* Un afio més tarde, Masters y colaboradores aislaron la misma proteina de una
placa amiloide de pacientes con EA y sindrome de Down,*® lo que conduijo a la hipétesis de
que el gen que codifica para esta proteina pudiera estar en el cromosoma 21. Dicha
hipotesis se corrobord més tarde al encontrar que la secuencia que codifica para la “proteina
[” es una pequefia parte de una proteina transmembranal mucho méas grande (770 residuos)
llamada proteina precursora del amiloide (APP, Amyloid Precursor Protein).*® La APP es
una proteina de membrana de 110-130 kDa y es una de las proteinas mas abundantes en el
sistema nervioso central; es expresada en el tejido humano y estd localizada en la
membrana plasmatica y en diversos organelos como el reticulo endoplasmico, el aparato de
Golgi y la mitocondria.”” Actualmente se sabe que la “proteina B es un péptido que se
produce por el corte proteolitico de la APP por B y y- secretasas y es denominado como
péptido p-amiloide (44). (Figura 1.3) El proceso de corte es iniciado por la -secretasa
después del residuo 671 dando lugar a la segregacion del fragmento soluble de APP (B-
SAPP), y los otros 99 residuos restantes del C-terminal son retenidos en la membrana.
Posteriormente, la y- secretasa corta este fragmento generando el péptido ApB. El lugar de
corte de la y-secretasa es ligeramente variable, originando péptidos AP de diferente

tamafio.*®
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Figura 1.3. Corte proteolitico de APP por By y-secretasas para generar AB. Figura tomada de la Ref.*

La AB es un péptido de 39-43 residuos (aproximadamente 4 kDa) que se encuentra
de manera fisioldgica a lo largo de la vida y circula en fluidos extracelulares como el
liquido cefalorraquideo y en el plasma sanguineo.*® *® Aunque atn no se ha descubierto su
funcion fisioldgica, se ha observado que se encuentra en el liquido cerebroespinal y en el
torrente sanguineo en concentraciones que oscilan entre 10 pM y 1 nM,** particularmente
durante la actividad sindptica. Se ha encontrado que el péptido AP a bajas concentraciones
(pM) podria actuar como un modulador de la actividad sinaptica, la cual esta implicada en
la memoria y aprendizaje. Adicionalmente, se han determinado niveles del orden pM de AB
en el fluido intersticial en un cerebro normal y se sabe que los niveles de AB en el cerebro
estan influenciados directamente por la actividad sinaptica.>* Sin embargo, en condiciones
patologicas el péptido AP se encuentra en altas concentraciones (nM - uM) causando

nerotoxicidad y muerte celular.>®

El péptido AP posee un largo dominio hidrofilico NH,-terminal (region 1-28) y un
dominio hidrofébico que corresponde al C-terminal (29-40/43) (Figura 1.4) y se ha

encontrado unido a membrana, agregada y de manera soluble. Fisiolégicamente, el
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fragmento predominante en el liquido cefalorraquideo y en sangre es el AB(1-40), el cual es
soluble, mientras que solo el 10 % corresponde al fragmento AP(1-42). Este Gltimo a pesar
de ser el fragmento minoritario, se ha encontrado que aumenta proporcionalmente en los
cerebros afectados con EA, tanto en los casos genéticos como esporadicos. AP tiene la
habilidad de autoagregarse, de tal manera que puede existir como mondmeros, dimeros u
oligbmeros, hasta llegar a la formacion de fibras, y depositarse para formar las placas
extracelulares, donde el fragmento AB(1-42) es el que predomina® >**® (Figura 1.2)
Adicionalmente, se sabe que AB(1-42) es mas insoluble, lo que lo convierte en el péptido

mas neurotoxico.*

Cabe mencionar que bajo condiciones fisiologicas AP es “random coil”, sin
embargo, patolégicamente (en forma de placas amiloide) cambia su estructura a hojas-p.>’
Por otro lado, en las placas amiloides se han encontrado isoformas del péptido AP, tales
como péptidos truncados tanto en el C-terminal [AB(1-33), AB(1-34), AB(3-34), AB(1-37),
APB(1-38), AP(1-39)], como el NHj-terminal [AB(1-5), AB(1-16), AB(6—16), AB(1-28),
AB(4-42), pGlu AB(11-42), pGlu AB(3-40) y pGlu AB(3-42)].>% %% A pesar de que son
numerosas las isoformas observadas en las placas amiloides presentes en diferentes
regiones del cerebro de pacientes con EA, ya sea de origen esporadico o genético, la
relevancia todas estas isoformas en la patogénesis de EA no ha sido estudiada ni entendida

completamente.®

Con todo lo anterior se ha determinado la relevancia del péptido Ap como factor
clave en el desarrollo de EA, donde la sobreproduccidn, insuficiencia en la remocion vy el
aumento en la agregacion de la AP son eventos asociados a la pérdida y disfuncion

neuronal que da lugar a la EA.%% %
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Dominio NH,-terminal

(hidrofilico)
1 6 10 1314 16 2I8 35 4)
DAEFRHDSGYEVHHQKIVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
cuz 0 0 0 \ Y )
l J Dominio C-terminal
Y Fragmento (hidrofobico)
Coordinacion de modelo

iones metalicos

Figura 1.4. El péptido AP posee un dominio NH,-terminal que abarca del residuo 1 al 16, mientras que el
dominio C-terminal del 17 al residuo 40-42. El péptido AB(1-16) es el fragmento modelo para la coordinacion
de iones metalicos. Los residuos propuestos para el anclaje a iones metalicos son: Aspl (D), His6, 13y 14 (H)
y la Tyr10 (Y), mientras que los residuos oxidados involucrados en la generacion de ROS son la Y10 y la Met
5(M).

Por otro lado, muchos estudios han mostrado la importancia de algunos metales
como el Cu?*, Fe** y Zn** en los eventos clave de la EA.®* ® Estos estudios sugieren la
pérdida de homeostasis de estos iones y los involucran en la agregacion del péptido AP, asi
como en la produccion de ROS inducidas por AP. Esto deriva de que en el espacio
extracelular del cerebro con EA hay un exceso de éstos iones, los cuales también han sido
detectados en las placas amiloides (Zn = 1055 uM, Fe = 940 uM, y Cu ~ 400 uM).* Un
estudio por espectroscopia Raman de las placas seniles, evidencia que los centros de Cu**
estan unidos por residuos de histidinas provenientes de AB.°® ® No obstante que AP es
capaz de autoagregarse, diversos estudios han demostrado que ciertos iones metalicos,
pueden inducir la agregacion de las formas solubles del amiloide. Por ejemplo, Zn?* induce
la agregacion a pH 7.4 in vitro, mientras que Cu®" es relevante en la agregacién a pH entre
6.6 y 6.8, lo cual representa una ligera acidosis, siendo ésta otra caracteristica relevante de

un cerebro con EA.% %

De igual manera, se ha asociado la interaccién AB-Cu?*/ Fe** con la generacion de

ROS,* a través de la reduccion del metal por medio de los agentes reductores que estan en
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el cerebro bajo condiciones fisioldgicas (por ejemplo, acido ascorbico) y la activacion de
O, para producir H,0,, ocasionando EO y dafio neuronal.”® ™ Asimismo, se ha sugerido
que la reduccién de los cationes metélicos esta relacionada con la oxidacion de la tirosina

10 y la metionina 35 presentes en la AB.%® " (Figura 1.5)

Por lo tanto, el estudio de la coordinacion de los iones metalicos tales como el Cu®*
con AP, es esencial para entender el papel que desempefian en la agregacion del péptido y
en la produccion de ROS que conducen al dafio neuronal. Por lo anterior, el conocer el
entorno de coordinacién de dichos iones en los complejos AB-Cu®* es de vital importancia,
ya que ayudara a conocer sus propiedades redox y adicionalmente, puede servir para el

disefio de nuevas moléculas con aplicaciones terapéuticas, la cual es un area de

investigacion muy activa en la actualidad.” "
disfuncién
; sinaptica ll 2
AB-Cu?*
Placas amiloide
AB AB-Cu?* /.XI?)’-Cu2+ (bras)
monémeros oligdmeros

soluble

sl

= =" —

\ Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno /

s Oxidativo
pr— P —

- Estre

S

‘DANO
NEURONAL

Figura 1.5. Relacién de los complejos AB-Cu®* en la formacién de placas amiloides (pasando por diversos
intermediarios) y ROS presentes en la enfermedad de Alzheimer. Figura adaptada de la Ref.%
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1.9. Coordinacién de Cu® con la proteina Ap

En los Gltimos 15 afios, diversos estudios se han enfocado en tratar de entender y
establecer la quimica de coordinacion de los complejos AB-metal, especialmente con el idn
Cu®. Se han estudiado diversos fragmentos truncados como el AP(1-16), AB(1-28) asi
como los peéptidos completos AB(1-40) y AP(1-42). Sin embargo, sigue siendo
controversial la esfera de coordinacion alrededor del centro metélico. Esta discrepancia
posiblemente se debe a las condiciones experimentales tales como: el pH, las relaciones
péptido:Cu?* utilizadas, los fragmentos estudiados, la afinidad de las soluciones

amortiguadoras por Cu?*, etc.””®

A través de diversos estudios se ha encontrado que AP puede unir dos equivalentes
de Cu** de manera secuencial®®* donde el primer equivalente de Cu** presenta una mayor
afinidad por el péptido que el segundo equivalente.®® Contradictoriamente, otros reportes
indican que sélo hay un sitio de coordinacion.®> ® Sin embargo, esta conclusién podria
deberse a la baja afinidad del segundo equivalente de Cu®*, lo que impide su deteccion,
especialmente cuando se utiliza una solucion amortiguadora que presenta suficiente
afinidad por el Cu®* (por ejemplo, el amortiguador tris(hidroximetil)aminometano, Tris).?’
Adicionalmente, considerando que la cantidad de iones de cobre se encuentran coordinados
sub-estequiométricamente en las placas amiloides de AP, este segundo sitio de
coordinacion podria no ser relevante biolégicamente. Por tanto, la mayoria de los estudios
se enfocan s6lo en el primer sitio de coordinacién. En estos, la titulacion de AB con Cu®*
indica la formacion predominante de un complejo monomérico soluble [AB;-Cu;**] (1:1),
determinandose que el sitio de coordinacion a metales, especialmente para Cu®* se
encuentra en la parte amino terminal, por lo que el fragmento modelo para el estudio de la
uniéon de cobre a la especie monomeérica es el AP(1-16). Este fragmento es altamente
soluble, no forma fibras y sélo se agrega a altas concentraciones. Debido a ello, su uso esta
limitado en el estudio de la coordinacién de Cu?*.824# por otra parte, solamente Barnham
y colaboradores reportan la formacion de una especie dimérica [ABZ-Cu22+], donde se
propone que los dos centros metélicos estan unidos por un puente de His.** *° Sin embargo,

esta propuesta ha sido refutada.®®
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La coordinacion de Cu® a AP del sitio de mayor afinidad ha sido ampliamente
estudiada a traves de diferentes técnicas espectroscOpicas tales como resonancia
paramagnetica electrénica (EPR), dicroismo circular (CD), absorcion en la region UV-Vis,
absorcion de rayos X (XAS) y resonancia magnética nuclear (NMR) indicando la
coexistencia de dos especies a pH fisiologico (pH entre 6 y 8), denominadas cominmente
como componente | (predominante a bajo pH) y componente Il (predominante a pH alto),
donde la transicion entre 1y II se ha reportado a pH 8 + 1.8284 8919 | 3 varjacién en los
valores de pKa reportados podria deberse a las condiciones de preparacion de las muestras,

como por ejemplo, la solucion amortiguadora empleada.

Con respecto al ambiente de coordinacion del componente I, es decir, la especie
predominante a pH cercano al fisioldgico, se ha determinado que presenta una geometria
cuadrada plana distorsionada, donde la esfera de coordinacion mas probable es del tipo
3N10. Este modo de coordinacion ha sido asignado principalmente por experimentos de
EPR" y anlisis de la estructura fina del espectro de absorcién de rayos-X (EXAFS). Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que tanto las graficas de correlacion de Peisach
Blumberg® (Ver anexo, seccién 1.3) como los espectros obtenidos por EXAFS, no hacen
una distincion precisa entre ligantes de oxigeno o nitrégeno. No obstante, la asignacién de

los parametros de EPR es sensible a la geometria y a ligeras distorsiones del complejo.

Existen dos propuestas principalmente para este modo de coordinacién (3N10). La
primera propuesta para los ligantes de N, consiste en la coordinacion de los tres residuos de

His (6, 13 y 14) a través de los grupos imidazol,*®

mientras que la segunda opcion involucra
solo a dos de las hisitidinas (6, 13 0 14) y al grupo NH,-terminal.®* Por otro lado, los
ligantes de oxigeno que han sido propuestos para la coordinacion de cobre, son el grupo
fenolato de la Tyr 10,%° o el grupo carbonilo (CO) proveniente de residuos de aspértico o de
glutdmico. También se ha propuesto la participacion de un grupo carboxilato (COO ) del

ASpl 94, 100

Por otro lado, para el componente Il (predominante a pH alto) existen dos
propuestas.’®™ La primera, basada en experimentos de EPR en banda S y de correlacion de
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subnivel hiperfino (HYSCORE) de péptidos marcados isotépicamente (**C y °N), se
propone que el i6n de Cu?* presenta en su esfera de coordinacién un grupo CO proveniente
del enlace peptidico entre la Ala2-Glu3 y 3 grupos imidazol de las 3His.’* 1% | a segunda
propuesta deducida por HYSCORE vy espectroscopia de doble resonancia electronica y
nuclear (ENDOR) de péptidos marcados isotépicamente (**C y *>N), asi como por NMR, se
dilucidé la coordinacion del grupo NH,-terminal, una amida desprotonada proveniente de
Aspl-Ala2, 1His(6,13 0 14) y un CO de Ala2-Glu3.%>

Adicionalmente, se ha propuesto la formacion de otros modos de coordinacion a
altos valores de pH, los cuales han sido denominados como Il y IV y se derivan de
subsecuentes desprotonaciones de los complejos ya formados. ElI componente Il se
desprotona del enlace Ala2-Glu3 para dar lugar a la formacion del componente 11, cuyo
modo de coordinacion es 4N e involucra al NH,-terminal, a dos amidas desprotonadas
(2N7) provenientes de Aspl-Ala2 y Ala2-Glu3, y 1 imidazol de cualquiera de las tres
histidinas. A mayor pH, el componente IV se forma después de la desprotonacion del grupo
amida entre Glu3-Phe4, por lo tanto, se propone que la esfera de coordinacion de este

componente involucra Ginicamente al grupo NH,-terminal y 3N %% 9. 103,104

Con la finalidad de evaluar la participacion del grupo NH,-terminal a pH fisiologico
en la coordinacion a Cu®* al péptido AB(1-16), se han realizado experimentos utilizando el
fragmento acetilado en el extremo NH,-terminal [Ac-AB(1-16)], donde se ha propuesto que
al acetilar el grupo NH-terminal, se bloquea el sitio de coordinacién y por tanto, su
comportamiento espectroscopico sera diferente respecto a su analogo sin acetilar.% % %104
Estos experimentos muestran la dependencia del pH de los complejos, proponiéndose
también cuatro componentes de coordinacion (I"-1V), los cuales se obtienen por
desprotonaciones consecutivas al aumentar el pH. Sin embargo, las esferas de coordinacion
no han sido identificadas o establecidas claramente. Para el componente I, se descarta la
coordinacion del grupo NH»-terminal, de tal forma, que la esfera de coordinacién para este
modo sélo involucra a 3His y a un grupo CO, mientras que a mayor nimero de componente

(I'-1V"), aumenta el nimero de amidas desprotonadas de la cadena peptidica.*®
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En la Figura 1.6 se presenta la secuencia del péptido AB(1-16), y se resaltan los
residuos propuestos en la esfera de coordinacion de Cu®*. Cabe sefialar que adn existe
controversia sobre la participacion del grupo amino terminal, y la naturaleza del ligante

basado en oxigeno, el cual se ha propuesto que sea la Tyr10 o el Aspl.

Por lo tanto, este trabajo esta enfocado en caracterizar e identificar los ligantes que
rodean al centro metalico en los principales modos de coordinacion (1 y 11) del complejo

APB(1-16)-Cu**, ademas de su dependencia de la concentracién de Cu** y del pH.

Asp(D) His(H) Tyr(Y) His(H) His(H)
1 6 10 13 14
o o o o o o o o o o o o o o o o
H}N —QM.!_z_cmg.—:_o'-g_:—.cu»g—n—cmg_:—cn_u_:_cnj_.:—.cu»gJ_cmg_:_cn_u_Lcml‘.l.-:_cn.g._:.—cn.g_:_cn.ﬂw:_cmg_:_cn- —OH
C;N, én, in, M, in, éu, in: i:, J« én, i": imcn, én, én, %n, iu,
C=0 My A My =0 > M My g CH; My
& lo (/kﬂ L, S & (L R $ \\s lo &
NH,-terminal & S i... * ﬁg du - Y A in:
_NH M,

amida R

Figura 1.6. Residuos propuestos del péptido AB(1-16) para la coordinacion a Cu?*.

1.10. Quimica redox de los sistemas Ap -Cu™

Dado que se ha determinado que la interaccién de Cu?* con A juega un papel muy
importante en la etiologia de EA, y se ha propuesto que contribuye al estrés oxidativo, es
imperativo elucidar la coordinacion y, el comportamiento redox de los complejos AB-Cu.
Se sabe que el cobre es un elemento que puede facilmente pasar de un estado de oxidacién
a otro 2+/+. Dicho proceso permite la generacion de ROS, las cuales como se menciono
antes son un factor clave en las enfermedades neurodegenerativas. Por lo tanto, algunos
grupos de investigacion han tratado de determinar el potencial de reduccion de los
complejos AB(1-16)-Cu?*, con la finalidad de conocer las propiedades redox de dichos

complejos. A continuacion se presentan algunos de estos reportes.
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En 1999, Huang y colaboradores reportaron el primer estudio voltamperométrico de
los complejos AB-Cu?*, donde se determiné un E° redox de aproximadamente 0.5-0.55 V/,
lo cual representa un pico de reduccion a ~0.42 V y un pico de oxidacion a ~0.63 V (vs
Ag/AgCl) para el complejo AP(1-42)-Cu®*, y dado que es un potencial muy positivo, los
autores lo atribuyen a que el Cu’ es altamente estabilizado por el péptido. Ademas
indicaron que AP no solo reduce al Cu®*, sino que también es capaz de atrapar al oxigeno
molecular para producir H,0,. "* Afios mas tarde, en el 2007, Luc Guilloreau et al.*®
reportaron el estudio voltamperométrico de los fragmentos AB(1-16) y AB(1-28) con cu®* y
observaron que el comportamiento electroquimico era similar para ambos complejos,
obteniendo un potencial de reducciéon de ~ 0.09 V (AE = 0.30 V) (vs Ag/AgCl). De los
datos producidos, concluyen que el Cu?* y el Cu* no tienen el mismo sitio de unién en AB,
ya que los residuos a los que se une el Cu** son 3 His y un COO y/o una amina del Aspl
formando una geometria cuadrado plano, mientras que para el Cu® se desconocen los
residuos que se coordinan al centro metalico. Finalmente, al comparar sus valores con los
obtenidos por Huang en 1999, indican que las diferencias tal vez se deban a que la
estructura y la esfera de coordinacion de AB(1-42)-Cu®* en su forma agregada cambia, lo
cual no es el caso para AB(1-16) y AB(1-28).

Ese mismo afio, Dianlu Jiang y colaboradores reportaron los potenciales redox de
los complejos AP(1-16), AP(1-28) y AP(1-42)-Cu®*. Para el complejo AP(1-16)-Cu?*,
observaron el pico de reduccion a 0.0 V y el de oxidacion a 0.17 V (vs Ag/AgCl)
obteniendo un potencial redox de 0.085 V (vs Ag/AgCl 0 0.28 V vs NHE, electrodo normal
de hidrégeno), mientras que para los complejos AP(1-28)-Cu®* y AB(1-42)-Cu®*, a pesar
de ser fragmentos mas largos e hidrofébicos con tendencia a agregarse, no se afecta el
potencial redox. Por lo tanto, los autores concluyen que la longitud de la cadena peptidica
no afecta el potencial redox de los complejos A[3-Cu2+.85 Cabe destacar que estos tres
reportes se hicieron a una relacién 1:1 (AB:Cu®") y a pH fisiolégico, condiciones en las que
ambos modos de coordinacion estan presentes. No obstante, en el 2010, Balland et al.'®
reportaron voltamperogramas de los complejos AB(l-lG)-Cu2+ en una relacion 5:1, ([AB] =
1 mM y pH 6.7) donde observaron que para pasar de AP(1-16)-Cu** a Ap(1-16)-Cu* el

complejo sufre una reorganizacion, originando especies intermedias y el rompimiento de
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algunos enlaces, para generar un complejo AP(1-16)-Cu” lineal con dos histidinas (13 y
107, 108

14), como se ha reportado previamente para la coordinacion de Cu™ a Ap. (Figura
1.7).
N//”"Cuz.:\l;\\\HiSs +
o> ‘Hi513/14 HiS13_Cu_HiS14
N - N
Hiss”//l,/é 2+ Hisq3 e Issl/”’m, N Hisq3
Gu = - ~. .
‘ \His14 -e— 5 Hisq4
0 E°=0.300 V
(vs NHE)

Figura 1.7. Mecanismo involucrado en la reduccién del complejo AB(1-16)-Cu?*"* . Las estructuras en los

Ovalos representan las especies intermedias derivadas de la reorganizacion del complejo. Figura tomada de la
Ref 1%

Aunqgue parece que hay un consenso en que el potencial de reduccion del complejo
AP(1-16)-Cu?* esté aproximadamente a los 0.3 V vs NHE, hay que destacar que en ninguno
de los trabajos citados se considera la coexistencia de los dos modos de coordinacion a pH
de 7.4, por lo tanto, no se sabe si ese valor de potencial corresponde al componente | o la

mezcla de los componentes | y II.

Por otra parte, existen reportes teéricos'® % donde se consideran por separado los
dos modos de coordinacion, y claramente se ve reflejado el efecto de la esfera de
coordinacion de los complejos AB(1-16)-Cu®* en el potencial de reduccién, ya que la
presencia de un ligante cargado negativamente, como lo es una amida desprotonada (N™)
origina potenciales de reduccién negativos.'® En la Tabla 1.3 se resumen los valores de

potenciales de reduccion reportados para los complejos AB(1-16)-Cu®".
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Debido a lo anterior, el presente trabajo esté dirigido a determinar el potencial redox

del complejo AP(1-16)-Cu®* a diferentes valores de pH, con el propésito de evaluar el

efecto de la esfera de coordinacién de ambos modos de coordinacion, es decir, las

repercusiones de los ligantes en la quimica redox de los complejos AB(1-16)-Cu2+, lo cual

serd importante en la generacion de ROS.

Tabla 1.3 Potenciales redox (E°) reportados para los complejos AB(1-16)-Cu®*

Condiciones

experimentales o
tedricas

E° (V) vs. NHE

Referencia

Huang, X., et al, J. Biol.

Estudio teorico:
Modo Il AB(1-16)
(con Hisb)

(dependiendo de la
geometria de
optimizacion)

AP(1-42) /IPBS pH 7.3 0.77* Chem. 1999, 274, 37111-37116.
_ﬁgl(é%Gi ll\/5|(|)\|r2CNII Guilloreau, L., et al, Chem. Bio.
. ! 0.09* Chem 2007, 8, 1317 — 1325.
pH 7.4
AB(1-16), (1-28), (1-
40) y (1-42)/10 mM Jiang, D., et al, Biochemistry 2007, 46,
fosfatos, 0.1 M 0.277 9270-9282.
Na,SO, pH 7.4
I;AI\PBI(Els-lg)Z/ZI\i :22:/: Balland, V., et al., Proc. Natl. Acad.
r’)H.6 7 ! 0.3 Sci. USA 2010, 107, 17113-17118.
'\I/:_I(s;t(;J(()jllo;%o(rll-(:lc;é) Ali-Torres, J., et al., J. Phys. Chem. B
(con His e His13) 0.28 2014, 118, 4840-4850.
Moﬁiﬁ‘édt'&;i‘;gg“ara 03 Azimi, S. and Rauk, A. Int. J. Alzh.
P ' Dis. 2011, ID 539762
el Modo |
-0.37a-0.81

Ali-Torres, J., et al., J. Phys. Chem. B
2014, 118, 4840-4850.

“Valores fuera de rango de ~ 0.300 V encontrado para el modo I, por lo tanto, estos valores
no son considerados en la discusion de los resultados.
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Capitulo 2

Objetivos

y

Estrategia
experimental






OBJETIVOS

Objetivos generales

Estudiar los modos de coordinacion de Cu?* unido al fragmento AP(1-16),
utilizando diversas técnicas espectroscopicas.

Estudiar las propiedades electroquimicas de los complejos AB-Cu.

Objetivos particulares

Sintetizar, purificar y caracterizar los péptidos AB(1-16), AP(1-16/Y10F) y Ac-Ap
(1-16).

Determinar y caracterizar los modos de coordinacién de Cu®* a los fragmentos
AB(1-16), AP(1-16/Y10F) y Ac-AB(1-16), utilizando técnicas espectroscopicas
como: Resonancia Paramagnética Electronica (EPR), Absorcién y Dicroismo

Circular (CD) en la regién UV-Visible.

Estudiar el efecto del pH en las especies formadas en cada uno de los fragmentos

bajo estudio.
Evaluar el papel de la tirosina 10 en la coordinacion de Cu®* al péptido Ap.
Evaluar el papel del grupo NH.-terminal en la coordinacién de Cu®* al péptido AP.

Determinar los potenciales de reduccién de los complejos AB-Cu?* mediante el uso

de técnicas electroquimicas como la voltamperometria ciclica.
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ESTRATEGIAEXPERIMENTAL

2.1.  Sintesis de péptidos en fase sélida

Los reactivos y disolventes utilizados para la sintesis de péptidos en fase solida,

fueron grado reactivo y adquiridos con diversos proveedores:

4-(2,4-Dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxiacetamida norleucilaminometil) o
mejor conocida como Rink Amide (RAM) y la resina 4-(2,4-Dimetoxifenil-Fmoc-
aminometil)-fenoxiacetamida (MBHA). Y los aminoacidos protegidos con el grupo

N-fluorenilmetoxicarbonil (F-moc) (NovaBiochem).

Piperidina (99.0 %), piridina, Acido Trifluoro Acético (TFA), Anhidrido Acético
(98.0 %), Triisopropilsilano (TIS, 99.0 %), N-metilrirrolidona (NMP, 99.5 %), N,
N-diisopropil-carbodiimida (DIC, 99.0 %), cianuro de potasio (KCN, 99. 5%)
(Sigma-Aldrich).

1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) (CEM corporation).
Dimetilformamida (DMF), Diclorometano (DCM) (Meyer).

Alcohol Isopropilico (IPA) (Fermont).
1,2-etanoditiol (EDT), 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-ene (DBU) (Fluka).
Eter etilico (Analitika).

Los péptidos AP fueron obtenidos mediante la sintesis en fase so6lida, usando como

grupo protector al grupo F-moc. El protocolo de sintesis seguido fue el siguiente:

1. Hinchamiento de la resina (liberacién de grupos funcionales de la misma). Consiste en

colocar la resina en aproximadamente 3 mL de DCM y se deja en agitacion por 2 horas.

2. Desproteccion de la resina (se desprotege el grupo amino que se encuentra anclado en la

resina para que se pueda hacer el acople del primer aminoacido). Se elimina el DCM
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utilizado para el hinchamiento de la resina y se afiaden 3 mL de la solucion
desprotectora (30 % de piperidina. 0.1 % de DBU y 69.9 % de DMF) y se agita por 40
minutos. Se desecha el disolvente y se repite el procedimiento una vez mas. Al terminar,
se lava con DMF (3 veces), IPA (3 veces) y DCM (3 veces) en ese orden, durante 5

minutos cada lavado.

3. Acoplamiento (La sintesis inicia del extremo carboxilo terminal hacia el NH,-terminal).
Por cada ciclo de acople, se emple6 HOBt para evitar la racemizacion, DIC como agente

activador, DCM y NMP como disolventes.

4. Para acetilar el grupo NH,-terminal, como es el caso del fragmento Ac-AB(1-16), una
vez terminados todos los acoples, se afiade la solucion de acetilacion (piridina, anhidrido
acético y DMF, 1:1:1) y se deja reaccionar por 30 minutos. Después desechar la solucion
y repetir por otros 30 min. Finalmente se lava la resina con DMF (3 veces), IPA (3

veces) y DCM (3 veces) en ese orden, durante 5 minutos cada lavado.

5. Desanclaje (cleavage). Antes de iniciar el desanclaje, lavar la resina con DCM para
eliminar cualquier traza que haya quedado de DMF, ya que estos residuos pueden inhibir
la aciddlisis del TFA. El “cleavage” sirve para remover tanto el péptido de la resina
como los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoacidos (92. 5% TFA,
25 % TIS, 2.5 % EDT y 2.5 % agua Milli-Q, resistividad mayor de 18.2 MQcm™ a 25
°C). El tiempo de reaccién es de 2 horas.

6. Precipitacion del péptido. Una vez removido el péptido de la resina, se agrega éter etilico
frio para precipitarlo. La mezcla resultante, se centrifuga 3 veces a 3800 rpm durante 10

minutos y a 4° C.

La prueba de Kaiser o prueba de ninhidrina'** es una prueba colorimétrica que sirve
para la determinacion de grupos amino libres. Se realiza al término de un acople, de una
desproteccion y/o de una acetilacion, dicha prueba consiste en tomar una pequefia cantidad
de resina seca y se coloca en un tubo eppendorf, se le afiaden 2 gotas de la solucion A
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[constituida por la solucidn 1 (40g de fenol grado reactivo en 10 mL de metanol absoluto) y
la solucién 2 (1 mL de la solucién de KCN en 50 mL de piridina de alta pureza), 1:1 (V/V)]
y una gota de la solucion B (1.25g de ninhidrina en 25 mL de etanol absoluto), se mezclan
y se coloca el tubo en un bafio previamente calentado a 100 °C durante 6 minutos. Una
coloracion azul oscuro, es indicativa de la presencia de grupos amino libres y se continua
con el siguiente paso de la sintesis. Por otro lado, una coloracion amarilla revela que hay
aminas protegidas, y finalmente, coloraciones intermedias (verde, azul claro, amarillo-
verdoso, etc) indican una mezcla de especies protegidas/desprotegidas, por lo que en estos

casos, la reaccion en curso (acople o desproteccion) se debe repetir.

NOTAS:

*La solucidn 1, se almacena en frasco ambar y en un lugar oscuro a temperatura ambiente.
**|_a solucion de KCN (0.065g de KCN en 100 mL de agua Milli-Q) se almacena a baja
temperatura (4° C).

Como se menciond previamente, los péptidos fueron amidados del carboxilo
terminal, mientras que el grupo NH,-terminal se dejo libre en todos los péptidos excepto en
Ac-AB(1-16). El péptido AP(1-16) fue sintetizado tanto en Sintetizador de Péptidos CEM
Liberty como manualmente. Los otros péptidos AP(1-16/Y10F) y Ac-Ap(1-16) se
sintetizaron Unicamente de forma manual, la cual se lleva a cabo usando reactores tipo
jeringa de 10 mL y a temperatura ambiente. En la Tabla 2.1 se muestran las secuencias de

los péptidos sintetizados.

Tabla 2.1. Péptidos AP sintetizados.

Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GIn-Lys
[DAEFRHDSGYEVHHQK]
Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Phe-Glu-Val-His-His-GlIn-Lys
[DAEFRHDSGFEVHHQK]
Ac-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GlIn-Lys
[Ac-DAEFRHDSGYEVHHQK]
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2.2. Purificacion y caracterizacion de péptidos

Al finalizar la sintesis, se obtuvieron los péptidos como solidos blancos, los cuales
se disolvieron en agua Milli-Q y se pasaron por membranas Millipore PDVF con tamafio de
poro de 45 um para filtrarlas y asi evitar el paso de cualquier impureza que pudiera dafar el

equipo.

La purificacion se llevo a cabo mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC, por sus siglas en inglés) en fase reversa a temperatura ambiente. El equipo
utilizado fue un HPLC marca WATERS Modelo 1525, con un detector de arreglo de diodos
modelo 2998 de la misma marca. Para la realizacion de los HPLC analiticos, se uso una
columna C18 Waters Symmetry, 4.6 X 150 mm, mientras que para la purificacion la
columna de eleccion fue una C18 Waters puBondapak semipreparativa 7.8 X 300 mm, 10
um, 125 A. Y como fase mévil se usaron: A. TFA al 0.05 % en agua MilliQ y B. TFA al
0.01% en acetonitrilo (JT Baker, grado HPLC). Los analitos fueron detectados

monitoreando la absorbancia a 210 nm.

Se recolectaron todos y cada uno de los picos cromatograficos y se juntaron de
acuerdo a su tiempo de aparicion. Todos los picos se analizaron por espectrometria de

masas, ESI-MS (Electrospray lonization Mass Spectrometry) ESI-TOF (Agilent).

Los productos finales se congelaron empleando nitrégeno liquido y se almacenaron
en un equipo de ultra congelacion marca SOLOW a -80 °C. Posteriormente, se liofilizaron
a una temperatura menor de -50 °C y a una presion de 0.18 mBar. Finalmente, los péptidos

se guardaron en un desecador.
A continuacion se presentan las secuencias Yy los respectivos espectros de masas de

cada uno de los péptidos puros. En todos los casos se observaron picos a valores de m/z

correspondientes a la masa esperada para especies protonadas con uno y dos H* (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Anélisis de masas esperadas para cada péptido Ap (m/z).

Masa

Péptido Férmula [AB-H]"  [Ap-2H]*

exacta
AB(1-16) CssH121N2gO27  1953.895  1954.899  977.956

CUEEGR AL E . CaaHi21N2gO2  1937.900  1938.898  969.956
o CgeHi2sN2gO2s 1995906  1996.908  998.960

Como se mencioné anteriormente, todos los péptidos fueron amidados en el
extremo C-terminal, lo cual esta representado con el circulo morado pequefio en cada
secuencia. Ademas, se marcan las diferencias correspondientes para cada péptido; para el
caso del fragmento AB(1-16/Y10F) se marca con un circulo verde el cambio de la Tyr10

(Y) por una Phe (F), mientras que para el derivado acetilado en el NH,-terminal, se marca
con un circulo azul.
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2.3. Preparacion de las muestras para la caracterizacion espectroscopica Yy
electroquimica.

Se prepararon las soluciones acuosas de cada uno de los péptidos bajo estudio y se
determinaron los coeficientes de absortividad molar (¢ = M™cm™) por Absorcion
Electrénica en la region UV-Visible, los cuales nos permitieron determinar la concentracion
de los péptidos de cada una de las muestras analizadas. En la Tabla 2.3, se presentan los ¢

determinados para cada fragmento peptidico a pH 7.5.

Tabla 2.3. Coeficientes de absortividad molar determinados para los diferentes

fragmentos AP
Péptido e Mtem™) A (nm)
19693 213
19692 216
20502 216

2.4. Preparacion de las muestras

Condiciones experimentales para espectroscopia

La solucion amortiguadora (buffer) elegida para la caracterizacién espectroscopica
fue 100 mM de N-etilmorfolina (NEM, Sigma Aldrich), 100 mM de NaCl (Sigma Aldrich).
Alcanzando una concentracion final de péptido de 0.5 mM para los experimentos

espectroscopicos.

Para las titulaciones o barridos de pH, el pH fue ajustado hasta el valor deseado
adicionando pequefios volimenes de NaOH o HCI. El pH fue medido con un potenciometro

equipado con un microelectrodo. Thermo Scientific Orion* Dual Star pH/ISE Benchtop.

NOTA: El pH siempre fue ajustado antes de realizar las mediciones tanto espectroscopicas

como electroquimicas.
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Las muestras para EPR, fueron preparadas a la misma concentracion, sin embargo,
el buffer contenia 50 % de glicerol como agente crioprotector, para poder obtener un
adecuado glaseado de la muestra. Es acertado mencionar que la adicion de glicerol no
afecta la estructura de los complejos AB-Cu®, lo cual se comprobd por absorcién
electrénica en la region UV-Vis y por CD para las titulaciones de los péptidos con CuCl, y
para los diferentes valores de pH estudiados.

Absorcién Electronica en la region UV-Vis y Dicroismo Circular (CD). Ambos
experimentos fueron realizados a temperatura ambiente. Se emple6 un espectrofotometro
UV Agilent 8453 de arreglo de diodos, y un espectropolarimetro Jasco J-815 CD
respectivamente. Los experimentos fueron corridos en celdas de cuarzo de paso éptico de
0.1 y/o 1 cm; los parametros empleados para colectar los espectros de CD se muestran en la
Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Pardmetros de CD utilizados.

Parametro Valor

Sensibilidad Estandar (100 mdeg)
Inicio-fin 850-230 nm
Recoleccion de datos 2nm
Modo de escaneo continuo
Velocidad de escaneo 100 nm/min
Respuesta 1 segundo
Ancho de banda 5nm
Acumulacién 3 scans

Resonancia Paramagnética Electronica (EPR, Banda X). Los espectros fueron
colectados usando un EMX Plus Bruker System, con una fuente de microonda ER 041 XG
y una cavidad ER 4102ST, bajo las siguientes condiciones: Poder de microonda: 10 mW,
amplitud de modulacion: 5 G; frecuencia de modulacién: 100 kHz; constante de tiempo:

327 ms; tiempo de conversién: 82 ms; and promedio: 12 barridos. Todos los experimentos
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fueron corridos a 150°K, usando un sistema de nitr6geno para temperatura variable
ER4131VT.

Para la titulacion con cobre seguida por las diferentes técnicas espectroscopicas se

utilizé una solucién de CuCl, 25 mM (Sigma-Aldrich) preparada en agua Milli-Q.

Voltamperometria Ciclica (CV). Los experimentos fueron obtenidos a temperatura
ambiente utilizando un Voltalab potentiostat PGZ 100, con una celda convencional de tres
electrodos: Electrodo de referencia (RE); Ag/AgCI, Electrodo de trabajo (WE); Carbén
vitreo (GCE, 3 mm de didmetro) y Contra Electrodo (CE); Platino. EI WE fue lijado y
posteriormente pulido con alimina de 0.3 p sobre un pafio especial para pulir y finalmente

fue sonicado en agua Milli-Q y etanol.

Para estos experimentos, se utilizé un buffer de fosfatos (10 mM) y como electrolito
soporte Na,SO4 (50 mM). Las muestras fueron mantenidas en atmasfera inerte durante los
experimentos utilizando Argon de alta pureza. La concentracién de péptido fue de 0.4 mM
y 0.1 mM Cu?* y se colectaron los voltamperogramas a 0.005 Vs™. La sal de cobre fue
CuSQO,4 10 mM (Sigma-Aldrich, 99.9 % pureza).
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Capitulo 3

Estudio espectroscopico de la
coordinacion de Cu®* a diferentes

fragmentos del péptido B-amiloide:

AB(1-16), AB(1-16/Y10F) y
Ac-AB(1-16)
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3.1. Estudio de la unién de Cu?* al péptido AB(1-16) por absorcién y dicroismo
circular en la region UV-visible

El fragmento 1-16 de la proteina f-amiloide [AP(1-16)] ha resultado ser un buen
modelo de estudio para la coordinacion de iones metalicos, por su alta solubilidad y por
contener los aminoacidos involucrados en el anclaje a metales, como lo son las histidinas 6,
13 y 14 (seccion 1.9, Figura 1.6). Debido a la gran discrepancia encontrada en la literatura
sobre la esfera de coordinacion del centro metalico en el complejo AB(1-16)-Cu®*, en este
estudio se propuso evaluar sistematicamente el efecto del pH y de la relacion de
concentraciones AB(1-16):Cu, para elucidar la esfera de coordinacién del i6n Cu®* unido al
fragmento peptidico. Las espectroscopias de absorcion y dicroismo circular en la region
UV-visible permiten el estudio de las transiciones electronicas asociadas a complejos
proteina- Cu?* (Anexo secciones 1.1 y 1.2). Es importante mencionar que los espectros de
absorcion y dicroismo circular de metaloproteinas se presentan cominmente en funcion del
nimero de onda (cm™), como unidad proporcional de energia. Esto permite una mejor
resolucion de las transiciones de campo ligando de baja intensidad en la region de menor
energia, asi como la expansion de la region donde aparecen las bandas de transferencia de

carga ligando a metal (ver Anexo 1, NOTA de la pagina 111).

El péptido AB(1-16) fue titulado con CuCl, en una solucion amortiguadora de N-
etilmorfolina (NEM) ajustada a pH 7.5. EI NEM es un amortiguador cominmente utilizado
en el estudio de metalo-proteinas, por su baja afinidad por iones metélicos.*'? La titulacion
se realizé hasta dos equivalentes de Cu®*, y fue seguida simultaneamente por absorcion y
CD en la region UV-Visible (Figura 3.1). El espectro de absorcién (Figura 3.1, superior)
muestra claramente que la adicién de Cu?* ocasiona el crecimiento de una sefial muy
intensa a aproximadamente 40000 cm™ (250 nm, € = 7100 M™cm™), mientras que en la
region de menor energia se observan unas bandas de menor intensidad alrededor de 17160
cm™ (585 nm, € = 170 M™cm™). Debido a que las sefiales son anchas en el espectro de
absorcion UV-Vis, la definicion de las transiciones electronicas es dificil. Sin embargo, en
los espectros de CD (Figura 3.1, inferior) se puede observar el crecimiento de sefiales

diferentes dependiendo de la cantidad de Cu®* afiadida a la solucién del péptido.
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De 0 a 0.6 equivalentes de Cu®*, se observa el crecimiento de una sefial negativa de
baja intensidad, a 17300 cm™ (578 nm), con un Ae = -0.052 M*cm™ (ampliacion en la
Figura 3.1 inferior). Mientras que a mayores energias, se observa la aparicion de una banda
positiva a 31900 cm™ (313 nm, Ae = 0.19 M'cm™), y dos negativas a alrededor de los
36700 cm™ (272 nm hombro, Ae = -0.09 M em™) y 41200 cm™ (243 nm, Ae = -0.30 M
'em™). En contraste, a partir de 0.8 equivalentes de Cu?* se observa la aparicién de un
segundo conjunto de sefiales: una sefial positiva a 15500 cm™ (645 nm, Ae = 0.20 M™*cm™)
y dos negativas a ~20000 cm™ (500 nm, Ae = -0.193 M*cm™) y a ~28500 cm™ (350 nm,
Ae = -0.20 M*cm™). A energia, se definen tres nuevas transiciones: una de mediana
intensidad a 32400 cm™ (308 nm, Ae = 0.45 M'em™), otra muy intensa a 37600 cm™ (266
nm, Ae = 3.15 M cm™) y por Gltimo, una banda negativa a ~41000 cm™ (244 nm, Ae =-1.1

Mem™).
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Figura 3.1. Titulacion de AB(1-16) hasta 2.0 equivalentes de Cu®* en NEM 100 mM + NaCl 100 mM,
seguida cada 0.2 equivalentes de Cu®** por absorcion en la regién UV-Vis (superior) y CD (inferior) a pH 7.5,
Los espectros corresponden a la adicién de diferentes equivalentes de Cu®*: de 0.2 a 1.0 equivalentes (color
lila) y de 1.2 a 2.0 equivalentes de Cu** (color morado).

Por ultimo, al agregar hasta 3.0 equivalentes de Cu®* a pH 7.5, ya no se observan
cambios significativos en los espectros de CD, y son practicamente idénticos con respecto
al espectro del péptido con 2.0 equivalentes de Cu®* (Figura 3.2). Estos resultados indican
que los sitios de coordinacion en el péptido AB(1-16) se saturan con 2.0 equivalentes de

Cu®, por lo que, ya no se forma otro modo de coordinacion a mayor relacion AB:CuZ+.
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Figura 3.2. Titulacion de AB(1-16) hasta 3.0 equivalentes de Cu®* en NEM 100 mM + NaCl 100 mM seguida
por CD a pH 7.5.

En los espectros de CD a baja concentracién de Cu?* (0-0.6 equivalentes), se
aprecian Gnicamente 4 bandas de absorcién a 17300, 31900, 36700 (hombro) y 41200 cm™,
mientras que a la mayores concentraciones de Cu®* (0.8-2.0 equivalentes) se observan 6
bandas a 15500, 20000, 28500, 32400, 37600 y 41000 cm™. Esto significa que en este
intervalo de concentracién de Cu** y a este pH existen dos modos de coordinacion, los
cuales son dependientes de la relacion Ap(1-16):Cu. Por tanto, los datos de CD indican
claramente la formacion de dos modos de coordinacion diferentes, cuya abundancia relativa
depende de la cantidad de metal adicionado. El primer modo de coordinacion se forma
durante la adicion de los primeros 0.6 equivalentes de Cu (modo 1), mientras que a partir de
la adicién de mas de 0.8 equivalentes de Cu®** predomina otro modo de coordinacién
denominado modo Il. Un resumen de las energias, intensidades y asignacion de las
transiciones electronicas asociadas a cada uno de estos modos de coordinacion se muestra
en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1. Transiciones electrénicas identificadas por CD en la titulacion de
AP(1-16) hasta 2 equivalentes de Cu** a pH 7.5.

Modo | Modo 11
AB(1-16) con AB(1-16) con

0.6 eq. Cu? 2.0 eq. Cu?

As'gg':rfézn | Energia® Ag” Energia® Ag”
d—d 17300 (578) -0.05 15380 (650) +0.20
d—d i i 20400 (490) 0.19

N7 — Cu | 31900 (313) | +0.14 | 28500 (350) 20.20

N amiga — Cu - - 32400 (308)" +0.45

Nm s Cu_| 36700 (272" | -0.09 | 37600 (265) +3.15
NHaamro —> Cu | 41270 (243) | -030 | 40750 (245) 11

3La energia de las transiciones esta reportada en cm™ y los valores entre paréntesis corresponden a la longitud
de onda (en nm).  La intensidad de CD (Ag) es reportada en M™‘cm™. h = hombro.

Para ambos modos de coordinacion, las transiciones electrénicas a baja energia
(menor que 20,000 cm™) son también las de menor intensidad en el espectro de absorcion
(e < 130Mem™), indicando que son prohibidas por dipolo eléctrico. Sin embargo, estas
transiciones ganan intensidad en el espectro de dicroismo circular, indicando que son
transiciones que involucran a orbitales d del centro metalico. Por tanto, estas transiciones
son asignadas a bandas del tipo d-d o campo ligante (Tabla 3.1). Por otro lado, las
transiciones electrénicas que aparecen a mayor energia muestran una mayor intensidad en
el espectro de absorcién (e ~ 7000 M'em™) y se asocian a bandas de transferencia de carga
del ligante al metal (LMCT por sus siglas en inglés) (Tabla 3.1).**® Entre estas Gltimas,
podemos distinguir transiciones que caen en el rango de energias asociadas a la
coordinacion del grupo imidazol (m; y mp) de histidinas. Diferentes estudios de complejos
de Cu®* con este tipo de ligantes han demostrado que, la interaccién de un grupo imidazol
con este ion metélico da lugar a tres transiciones tipo LMCT: N;» o — Cu a 45454 cm™
(220 nm), Nim 1 — Cu entre 35714-28985 cm™ (280-345 nm) y Nim @, — Cu a 40800-
38500 cm™ (245-260 nm)."**® Por tanto, la transicién que aparece a 31900 cm™ (313 nm)
para el modo | y a 28500 cm™ (350 nm) para el modo 11 puede ser asignada como un banda

LMCT N, 1 — Cu, mientras que la que aparece a 36700 cm™ (272 nm) para el modo | y a
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37600 cm™ (265 nm) para el modo 1 puede ser asignada como un banda LMCT Ny o —
Cu.

Adicionalmente, la transicion intensa que se observa alrededor de los 41000 cm™
(244 nm) se encuentra en el rango de energias asociadas a bandas LMCT que se originan de
la coordinacién del grupo NH,-terminal al i6n Cu?*. Los valores reportados en la literatura
para este tipo de transiciones varian de 245-278 nm."***'” por dltimo, la banda de
transferencia de carga a 32400 cm™ (308 nm) que sélo se observa en el modo 11 (Tabla 3.1)
puede ser asignada como una banda LMCT asociada a la interaccién del Cu?* con una
amida desprotonada de la cadena peptidica (N ), las cuales normalmente aparecen en la
region de 33898 a 31746 cm™ (295-315 nm).**

La titulacion del péptido AP(1-16) con Cu®* realizada a pH 8.5 (Figura 3.3),
presenta una tendencia similar a la observada a pH 7.5, es decir, la formacion de dos modos
de coordinacion tiene lugar. Sin embargo, las sefiales asociadas al modo | son menos
intensas a pH 8.5 a diferencia de las sefiales correspondientes al modo 1, las cuales ganan
intensidad. En particular, la banda de transferencia de carga a 32000 cm™ (312 nm),
asociada a la interaccion del Cu** con una amida desprotonada de la cadena peptidica (N™)
se vuelve mas intensa (Ae = 0.68 Mcm™). Este resultado es congruente con el hecho de
que a valores de pH maés altos se favorece la desprotonacion de las amidas de la cadena

peptidica.
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Figura 3.3. Titulacion de AB(1-16) hasta 2.0 equivalentes de Cu®* en NEM 100 mM + NaCl 100 mM,
seguida por CD a pH 8.5. Los espectros corresponden a la adicién de diferentes equivalentes de Cu®*: de 0.2 a
1.0 equivalentes (color violeta) y de 1.2 a 2.0 equivalentes de Cu®* (color morado). Acercamiento en la regién
de las transiciones d-d.

En resumen, el andlisis espectroscopico de los complejos AP(1-16)-Cu** apH 7.5y
8.5 indica que existen dos modos de coordinacién del Cu?* con este péptido y que en ambos
complejos las histidinas y el grupo amino terminal participan como ligantes. Mientras que,
solo en el modo |1 se observa evidencia de la coordinacion de una amida desprotonada de la
cadena peptidica al cobre. Ademas, a partir de las titulaciones resulta claro que la poblacién

de los modos 1y Il son dependientes de la concentracién de Cu** y también del pH.
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3.2. Estudio de la unién de Cu®*" al péptido AB(1-16) por resonancia paramagnética
electronica

Con la finalidad de obtener mas informacion acerca de la estructura de los modos de
coordinacion 1 y 1l, se llevd a cabo una titulacion del péptido APB(1-16) seguida por
resonancia paramagneética electrénica. Con esta espectroscopia, podemos obtener
informacion sobre el ambiente quimico en la vecindad del centro metélico, asi como la

geometria adoptada por el complejo AB(1-16)-Cu?* (Anexo seccién 1.3).

Los espectros de EPR muestran que, con la adicién de 0.4 equivalentes de Cu?* al
péptido AB(1-16), aparecen dos conjuntos de sefiales, como se muestra en la Figura 3.4. El
juego de sefiales mas intensas corresponden a un valor g, de 2.27 y un acoplamiento
hiperfino (A;) con Cu?" de 170 G, mientras que el segundo conjunto de sefiales presentan
un valor g; de 2.23 y un acoplamiento hiperfino con Cu?* de 150 G. Estas sefiales cambian
de intensidad en funcién de la concentracién de Cu®*. De 0.4 a 0.8 equivalentes de Cu**
(Figura 3.4, espectros negro y azul respectivamente), la especie que se encuentra en mayor
proporcién (aproximadamente 70 % : 30 %) es la de mayor acoplamiento hiperfino. Sin
embargo, la intensidad relativa de la segunda especie aumenta, tal que a 1.2 equivalentes de
Cu?, la intensidad de los picos es la misma, lo que sugiere que las especies
correspondientes a los modos | y Il se encuentran en concentraciones equivalentes. Por
Gltimo, al llegar a 1.6 y 2.0 equivalentes de Cu®*, las sefiales pertenecientes al modo | se

desplazan ligeramente a la derecha y se observan sefiales asociadas a cobre en solucion.

En la Tabla 3.2 se presentan los valores de A, y g; para ambos modos de
coordinacion. De acuerdo a estos valores y con base en las gréficas de correlacion de
Peisach-Blumberg,*® se asignd la coordinacién ecuatorial de cada complejo. En ambos
casos, los ligantes que estdn unidos alrededor del i6n metélico corresponden a tres
nitrégenos y un oxigeno (3N10). Considerando que los datos de CD evidencian la
participacion del grupo NHy-terminal e His para el modo I, podemos concluir que en este
modo de coordinacion, deben participar dos de las tres histidinas del péptido AB(1-16). Por
otro lado, para el modo de coordinacion I, los datos de CD indican la participacion, no sélo

del grupo NH,-terminal e His, sino también la participacion de una amida desprotonada de
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la cadena peptidica (N). Sin embargo, los datos de EPR indican el mismo contenido de
ligantes de nitrégeno, 3N10O. Por lo tanto, podemos concluir que en el modo Il participa

s6lo una histidina.

2.0eq

16 eq ——

1.2 eq -

08eq A

0.4eq ————~

2600 2800 3000 3200 3400
Campo (Gauss)

Figura 3.4. Titulacion de AB(1-16) hasta 2.0 equivalentes de Cu** en NEM 100 mM — NaCl 100 mM,
Glicerol (50:50), sequida por EPR a pH 7.5. Modo | lineas negras. Modo Il lineas azules.

Tabla 3.2. Parametros de EPR de los complejos AB(1-16)-Cu?*

Modo Ay (Gauss) 9 A (x10*cm™)  Modo de coordinacion
| 170 2.27 180 3N10
1] 150 2.23 157 3N10
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En conjunto, los datos de CD y EPR indican que el primer modo de coordinacion
(modo 1), formado a baja concentracién de Cu?*, corresponde a un complejo donde los
ligantes involucrados son: NH;, 2His (6,13 6 14), y un oxigeno. Mientras que, a medida
que se aumentan los equivalentes de Cu?*, se observa un pequefio incremento en la
poblacién del modo 11, para el cual, los ligantes propuestos son: NH», 1His (6,13 6 14), N
y un oxigeno (3N10). Es importante resaltar que el modo Il solo tiene un ligante de His,
dejando libre dos residuos de His que estarian disponibles para un segundo equivalente de
Cu?*. Por tanto, es posible proponer la formacién de especies donde un péptido coordine
dos equivalentes de cobre: un ion en el extremo NHa-terminal con la esfera de coordinacion
del modo Il y otro coordinado a las dos His restantes, posiblemente con una esfera de
coordinacion similar a la del modo I. Al adicionar méas de 1 equivalente de cobre, se
observé un aumento en la sefial del modo |1, a la vez que las sefiales asociadas al modo |
presentaron un pequefio corrimiento. Estos cambios serian consistentes con la formacion de
las especies arriba descritas. Por otro lado, el hecho de que se observen sefiales de cobre en
solucidn indica que la afinidad del segundo equivalente por el péptido es mucho menor que

el primero.

La naturaleza del ligante basado en oxigeno ha sido materia de intenso debate. Por
un lado, Peter Faller y colaboradores, basdndose en experimentos de EPR, CD y resonancia
magnética nuclear (NMR) proponen para el modo | la participacion del grupo carbonilo
C=0 proveniente del enlace Aspl-Ala2; mientras que para el modo Il, proponen el grupo
carbonilo del enlace peptidico Ala2-Glu3.”® %" Por su parte, Veronika Szalai,®* y otros

83,92, 118

autores, proponen que el ligante de oxigeno es un carboxilato de la cadena peptidica

(COO™), perteneciente al Aspl, Glu3, Asp7 o Glull. Un estudio tedrico reciente'®

soporta
la participacién del grupo carboxilato del Aspl como ligante en la esfera de coordinacién
del Cu®*. Por otro lado, estudios por espectroscopia Raman han involucrado al oxigeno del
grupo fenélico de la Tyr10, en la coordinacion a Cu®*.%! Es esta ltima propuesta la que se

evalla en la siguiente seccion.
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3.3. Estudio de la unién de Cu?* al péptido AB(1-16 /Y10F) por absorcién y dicroismo
circular en la region UV-visible

Se estudi6 la unibn de Cu* a la variante AP(1-16/Y10F)
[DAEFRHDSGFEVHHQK], en la cual, la Tyrl0 fue reemplazada por una Phe, con el
objeto de evaluar la participacion del grupo fendlico de la Tyr 10. En la Figura 3.5 se
muestran las estructuras de ambos residuos. Para fines practicos se denominara Y10F a lo
largo de la discusion.

N ?OO'
coo HsN—C—H
+ |
H3N—fT‘—H CH;
CH- /
7 N
5 OH
Fenilalanina (F) Tirosina (Y)

Figura 3.5. Estructura quimica de los aminoécidos Phe y Tyr.

Se hizo la titulacion del péptido AP(1-16/Y10F) hasta 2 equivalentes de Cu?* a pH
7.5, monitoreando en paralelo los espectros de absorcion y CD en la region UV-Visible
(Figura 3.6). Nuevamente, con la espectroscopia de absorcion en la region UV-Visible es
dificil la asignacion de las transiciones electronicas. Sin embargo, por CD se observa la
aparicion de dos bandas de muy baja intensidad de 0.2 a 0.6 equivalentes de Cu?*, una a
17300 cm™ (578 nm, Ac = -0.1 M™'cm™) correspondiente a una banda d-d, y otra a 31750
cm? (314 nm, Ae = 0.250 M'cm™) designada como una LMCT. A partir de los 0.8
equivalentes, aparece una banda positiva de baja intensidad a 38574 cm™ (260nm, Ag =
2.06 M*cm™), mientras que en la region de las transiciones de campo ligante (baja energia)

crece un segundo juego de sefiales con una banda positiva alrededor de los 15370 cm™ (650
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nm, Ag = 0.425 M'em™) y una negativa a los 20000 cm™ (578 nm, Ae = -0.52 Mcm™).
Adicionalmente se observa el crecimiento de una banda a 28300 cm™ (353 nm, Ae = -0.125
M™cm™), y la desaparicion de la banda de 17300 cm™. A mayor niimero de equivalentes de
Cu?*, la intensidad de todas las transiciones aumentan en intensidad, de tal forma que a los
2 equivalentes de Cu, las bandas LMCT se observan a 39090 cm™, 32000 cm™ y 28720 cm’
Y(Ae=17.4,0.635y-0.427 M cm™ respectivamente), mientras que las bandas d-d a 20000 y
15360 cm™ (Ae = -0.522 y 0.425 M ecm™), respectivamente.

Comparando las titulaciones de ambos péptidos hasta 2 equivalentes de Cu®*
sequidas por CD (comparar Figuras 3.1 y 3.6) a pH 7.5, se aprecian las mismas sefiales
espectroscopicas, correspondientes a dos especies. Por tanto, en ambos casos, se observa la
presencia de dos modos de coordinacion que se encuentran en equilibrio y que son
dependientes de la concentracion de cobre. La similitud del comportamiento
espectroscopico revela que la esfera de coordinacion no cambia en la variante Y10F. Por lo
tanto, se puede descartar la participacion del grupo fendlico de la Tyrl0 en la esfera de

coordinacion del Cu?".
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Figura 3.6. Titulacion de Ap(1-16/Y10F) hasta 2.0 equivalentes de Cu** en NEM 100 mM — NaCl 100 mM,
seguida cada 0.2 equivalentes de Cu®* por absorcién en la regién UV-vis (superior) y CD (inferior) a pH 7.5.
Los espectros corresponden a la adicién de diferentes equivalentes de Cu®*: de 0.2 a 1.0 equivalentes (verde
claro) y de 1.2 a 2.0 equivalentes de Cu®* (verde oscuro).

3.4. Evaluacion del efecto del pH en los modos de coordinacion de la AB(1-16) con
Cu?* por dicroismo circular

Con el objeto de evaluar el efecto del pH en los dos modos de coordinacion
encontrados en el complejo AB(1-16)-Cu®*, se realizaron titulaciones de pH de dichos
complejos. Dado que las sefiales espectroscopicas cambian drasticamente en funcion de la
concentracion de cobre, los barridos de pH se realizaron a dos diferentes relaciones
Cu?*:péptido: 0.7:1 (Figura 3.7 A) y 2:1 (Figura 3.7 B). Los barridos realizados incluyeron

un amplio rango de pH y fueron seguidos por CD.
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Figura 3.7. Barrido de pH de AB(1-16) con: 0.7 equivalentes de Cu?* (A) y 2.0 equivalentes de Cu** (B) en
NEM 100 mM — NaCl 100 mM, seguida por CD. El barrido se hizo aproximadamente cada 0.25 unidades de
pH, desde pH 6.0 (azul claro) hasta pH 11 (azul oscuro).

A baja concentracién de Cu®* (0.7 equivalentes) y a valores de pH entre 6 y 8.2, se
observa una banda a aproximadamente 17300 cm™ de muy baja intensidad (578 nm, Ag = -
0.181 M*cm™, d-d), pero conforme se aumenta el pH (< 8.5), esta sefal negativa
desaparece y a su vez, aparece un segundo juego de sefiales de una intensidad
significativamente mayor, con bandas a 15500 cm™ (645 nm, Ae = 0.153 M™*cm™) y 20000
cm™ (500 nm, Ae = -0.582 M™cm™) correspondientes a transiciones tipo d-d. Mientras que
a mayor energia aparece una banda LMCT a ~39000 cm™ (263 nm, Ae = 2.57 Mem™) y
otra a 32000 cm™ (312 nm, Ae = 0.37 M'em™); ésta Gltima se encuentra en el rango de

energia asociado a transiciones LMCT de amidas desprotonadas a cobre. Por tanto, la
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segunda especie que aparece a valores de pH altos debe involucrar la participacién de N
desprotonadas de la cadena peptidica. De hecho, las sefiales caracteristicas de esta especie
corresponden a aquellas observadas para el modo Il. (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Transiciones electronicas identificadas por CD en el barrido de pH de
AB(1-16)-Cu® [1:0.7]

Modo | Modo 11
AB(1-16)-Cu® AB(1-16)-Cu®*
(pH 6.0-8.2) (pH 8.5-11)

Asigt;z::cil(;n i Energfa® A’ Energia® A€’
d—d 17300 (578) -0.18 15500 (645) +0.15
d—d - - 20000 (500) -0.58

Nim 1 — Cu 31543 (317) +0.24 28500 (350) -0.20
N amica — CU - - 32208 (310) +0.37
Nim To—> CU 36722 (272)" -0.05 37680 (265)" +1.3
NH; amino — CU 41270 (242) -0.33 39787 (251) 2.54

?La energia de las transiciones esta reportada en cm™, y los valores entre paréntesis corresponden a la longitud
de onda (en nm). ° La intensidad de CD (Ag) es reportada en M™cm™. h = hombro.

Con el fin de caracterizar con mayor detalle el equilibrio de estas especies asociado
a los cambios en las sefiales observadas por CD en funcion del pH para el complejo AB(1-
16) con 0.7 equivalentes de Cu?*, se graficd la intensidad (Ac) de las transiciones
electrénicas que aparecen a 17300, 20000, 31446 y 37878 cm™, en funcién de un rango de
pH de 6 a 11 (Figura 3.8). A partir de estos datos, se determind el valor de pKa asociado a

los cambios observados en cada energia, mediante el ajuste de los datos a la ecuacion 3.1:

A _ Agbajo pH[H+] +AgaltopHKa
Fobs = Ka + [H]

Donde:
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Agops €S la intensidad de la sefial de CD observada a cualquier pH, K, es la constante de
equilibrio asociada al equilibrio de protonacién del complejo Cu®*-péptido, AgbajopH €S la
intensidad de la sefial de CD asociada a la forma protonada del complejo y Asgjopr €5 la
intensidad de la sefial de CD asociada a su forma desprotonada (ver Anexo 2 para la

deduccion de la ecuacion 3.1).

Con los datos obtenidos, se identificaron tres valores de pKa: 7.1, 7.78 y 8.8-9.2
(Figura 3.8). El pKa ~ 7.1 corresponde a la aparicion de la sefial de 17300 cm™, mientras a
valores de pH mas bajos no se observa ninguna sefial de CD. Esto implica que el pKa de
7.1 puede estar asociado a la unién del péptido libre a Cu** y la formacién del complejo
AB(1-16)-Cu**. Este complejo inicial sélo presenta la sefial de campo ligante a 17300 cm™
y una LMCT at 31900 cm™, sefiales que corresponden al modo de coordinacién | descrito
anteriormente. Por otro lado, el pKa de 7.78 asociado a la desprotonacion del complejo
AP(1-16)-Cu®" inicial, se logra apreciar con el crecimiento de la sefial a 31446 cm™,
caracteristica de la participacion de N de la cadena peptidica en la esfera de coordinacién
del metal. Las sefiales asociadas a esta especie corresponden a aquellas observadas para el
modo Il (comparar Tabla 3.1 con Tabla 3.3). Por tanto, es posible asignar el pKa de 7.78 a
la conversion del modo | al modo 1. Por ultimo, una segunda desprotonacion es detectada
en las transiciones que crecen a 37878 y 20000 cm™ con un pKa de 8.8-9.2. Sin embargo,

este ultimo pKa no es relevante bajo condiciones fisioldgicas.
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Figura 3.8. Determinacin de valores de pKa del complejo AB(1-16)-Cu®* formado cuando 0.7 equivalentes
de Cu®* son afiadidos a 1.0 equivalente de péptido.

El espectro de CD del péptido con 2.0 equivalentes de Cu®* muestra también
dependencia del pH (Figura 3.7, B). A valores de pH bajos, la intensidad de las transiciones
del tipo d-d es muy baja, sin embargo, al aumentar el pH los espectros cambian
drasticamente debido al crecimiento de dos bandas: una positiva a aproximadamente 15400
cm™ (649 nm, Ae = 0.326 M'cm™) y otra negativa alrededor de los 20000 cm™ (500 nm,
Ae = -0.826 M cm™), asignadas como transiciones d-d. Estas transiciones corresponden a
las sefiales asociadas al modo de coordinacion 11, como se describié anteriormente. Por
otro lado, se observa que a mayores energias se hacen evidentes dos bandas positivas a
31300 y 39000 cm™, las cuales ganan intensidad a valores de pH entre 7 y 10. Estas
transiciones se asocian a la union de amidas desprotonadas y al grupo NH-teminal
respectivamente al ion metalico. Cabe destacar que en un rango de pH entre 10 y 11, la

intensidad de las bandas no cambia significativamente (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Transiciones electronicas identificadas por CD en el barrido de pH de
APB(1-16)-Cu®* [1:2.0]

Modo | Modo 11
AB(1-16)-Cu** AB(1-16)-Cu?

(pH 6.0-8.2) (pH 8.5-11)
Asignacion de

Fo:| b caa b
[ Energia Ae Energia Ae
d—d 15500 (645) +0.24 15277 (654) +0.31
d—d 20370 (490) -0.11 20000 (500) -0.82

Nim 711 — Cu 28582 (349) | -0.137 | 28300 (353) | -0.03
N amica—> Cu | 31689 (315) +0.43 32037 (312) | +0.81
Njm mo— Cu 38976 (256) 3.11 37680 (265)" | +1.3
NHy amino — Cu | 41938 (242)" -1.03 39397 (254) 4.66

?La energia de las transiciones esta reportada en cm™, y los valores entre paréntesis corresponden a la longitud
de onda (en nm). ° La intensidad de CD (Ag) es reportada en M™*cm™. h = hombro.

Cabe destacar que a bajos valores de pH desaparece la banda de 17300 cm™ que
aparecia en el barrido de pH con 0.7 equivalentes de Cu®*. Ademés, se puede observar que
la intensidad de las bandas para el modo Il es mayor. Por lo tanto, se puede deducir que se

encuentra en mayor proporcion el segundo modo de coordinacion.

En la Figura 3.9, se presentan los cambios en intensidad de las sefiales de CD a
20000 cm™ y 31847 cm™, a partir de los cuales se identifican dos valores de pKa (7.8 y
9.4), al ajustar los datos a la siguiente ecuacién (ecuacion 3.2):

A 2[HY] + AeyKay [H ] + Ae3Ka Ka,
2[H] + Ka,[HY] + Ka,Ka,

Eobs =

Donde:

Agqps €s la intensidad de la sefial de CD observada a cualquier pH, Ka; y Ka, son las
constantes de equilibrio asociadas a los dos estados de protonacion del complejo péptido-
Cu*’ y Ag;, Ag; y Ags son las intensidades de las sefiales de CD de las tres diferentes
especies con diferentes estados de protonacion (ver Anexo 2 para la deduccion de la

ecuacion 3.2).
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El pKa de 7.78 es asignado a la transicion del modo | al modo Il, mientras que el de
9.4 estd implicado en la subsecuente desprotonacion del modo Il para dar lugar a una
especie con mayor numero de amidas desprotonadas, la cual ya no seria relevante a valores

de pH fisioldgico.
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Figura 3.9. Determinacién de pKa para el complejo AB(1-16)-Cu?* formado cuando 2.0 equivalentes de Cu®*

son afiadidos a 1.0 equivalente de péptido.

Basandonos en las evidencias espectroscopicas, se puede concluir que ambos modos
de coordinacién se encuentran en equilibrio en un amplio rango de pH, sin embargo, a pH
alto (mayor a 8.5) esta implicada por lo menos una amida desprotonada de la cadena
peptidica. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Alies y colaboradores,®

quienes encontraron un pKa = 7.78, asignado a la conversion del modo I al modo II.
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3.5. Evaluacion del efecto del pH en los modos de coordinacién de AB(1-16) con Cu**

por resonancia paramagnética electronica

El efecto del pH en el complejo AB(1-16) con cobre fue evaluado por resonancia
paramagneética electrénica a una relacion de Cu:péptido de 0.4:1 (Figura 3.10). En estas
condiciones, a pH 6.7 se observa un solo juego de sefiales con valores de A,y g, que
corresponden a los asociados al modo | (Tabla 3.2). A partir de pH 7.5, se observa que
estan presentes dos modos de coordinacion, los cuales persisten hasta pH 9. Sin embargo la
proporcion de dichos modos va cambiando en funcion del pH. En la Tabla 3.5 se muestran
los valores de Ay g; de ambos modos de coordinacion, asi como la proporcion aproximada
de cada una de las especies. Los valores iniciales de la especie de mayor afinidad del
complejo AB(1-16) con 0.4 equivalentes de Cu** a pH 7.5 son: A =170 G, g = 2.270,
mientras que a valores de pH mayores, la especie Il con valores A =150 Gy g, = 2.242 se

hace mas abundante.

2600 2800 3000 3200 3400

Campo (Gauss)

Figura 3.10. Barrido de pH de AP(1-16) con 0.4 eq de Cu®* en NEM 100 mM — NaCl 100 mM, Glicerol
(50:50), seguida por EPR. Modo I (lineas continuas), modo Il (lineas punteadas).
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Tabla 3.5. Parametros de EPR de los complejos AB(1-16)-Cu?* con 0.4 equivalentes de
Cu?" en funcién del pH

‘ Modo | Modo I
% de
PH eslp :at:iles (Gﬁﬂss) 9 (G?Jss) 9
6.7 100 170 2.270 - -
7.5 70:30 170 2.2703 150 2.242
8.0 60 : 40 170 2.2691 151 2.2316
8.5 40 : 60 161 2.2772 152 2.2336
9.0 30:70 166 2.2756 158 2.2299

De manera consistente con los resultados obtenidos por CD, los espectros de EPR
indican la presencia de dos modos de coordinacion tipo 3N10O que estan en equilibrio, y
cuya abundancia relativa depende del pH. EI hecho de que a pH 8.0, se observe una
proporcion aproximada de 1:1 de ambos modos de coordinacion, es consistente con el valor
de pKa del complejo (7.78), determinado por CD. En el siguiente esquema se representa el

equilibrio de los dos complejos asociados a este pKa. Figura 3.11
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i, pKa 7. 78 NG /+
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Ala 2 \—d \_NH
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O0=C0Oo0COO-

Modo |

Modo /]

Figura 3.11. Esfera de coordinacion del centro metalico en los modos | y Il encontrados en el complejo
APB(1-16)-Cu?*.
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3.6 Estudio de la unién de Cu®" al péptido Ac-AB(1-16) por absorcién y dicroismo
circular en la region UV-visible

Debido a la controversia que se ha encontrado en la literatura, respecto al papel que
juega el grupo NH,-terminal en la coordinacién a Cu®, se acetil6 el péptido p-amiloide 1-
16 para poder evaluar la participacion del grupo NH; en la esfera de coordinacion alrededor
del centro metalico. La titulacion del péptido acetilado (denominado en el texto como Ac-
APB(1-16) se realizé hasta dos equivalentes de Cu*, y fue seguida simultaneamente por
absorcion y CD en la region UV-Visible (Figura 3.12). El espectro de absorcion (Figura
3.12, superior) muestra claramente que la adicion de Cu?* ocasiona el crecimiento de una
sefial muy intensa a aproximadamente 40000 cm™ (250 nm, € = 7100 M™cm™), mientras
que en la regidén de menor energia se observan unas bandas de menor intensidad alrededor
de 16900 cm™ (625 nm, ¢ = 170 M™cm™). Debido a que las sefiales son anchas en el
espectro de absorcion UV-Vis, la definicion de las transiciones electrénicas es dificil. Sin
embargo, en los espectros de CD (Figura 3.12, inferior) se puede observar el crecimiento de

sefiales diferentes dependiendo de la cantidad de Cu?* afiadida a la solucién del péptido.

En los espectros de CD, se observa que a bajas concentraciones de Cu** (0.2 a 0.8
equivalente de Cu®") aparece una sefial positiva a baja energia, alrededor de 16970 cm™
(589 nm, Ae = 0.194 M'cm™), la cual es muy ancha y es asignada a una transicion d-d. Por
otro lado, a mayores energias, se observa una banda que tiene lugar a 27500 cm™ (363 nm,
Ae = -0.262 M™'cm™), la cual empieza a ganar intensidad a partir de 0.6 eq Cu?".
Adicionalmente, se observa otra sefial a 37770 cm™ (264 nm, Ae = 0.843 M'em™) con un
pequefio hombro a 34004 cm™ (294 nm, Ae = 0.475 Mcm™) de muy baja intensidad.
Finalmente, también se observa una banda a 41700 cm™ (240 nm, Ae = 1.281 M™cm™).
Estas transiciones electronicas son asignadas a bandas del tipo LMCT. En contraste, a
mayores equivalentes de Cu?* (1.0 a 2.0), observamos que la banda d-d asignada a bajos
equivalentes de Cu?*, se desplaza ligeramente a mayor energia 18390 cm™ (543 nm, Ac =
0.543 M*cm™) y adicionalmente, se observa un pequefio hombro a 15300 cm™ (654 nm, A
= 0.240 M™cm™). Por su parte, a mayores energias, se observa que la banda negativa que
aparece a 28527 cm™ (350 nm, Ae = -0.266 M™cm™) gana intensidad al igual que el
hombro a 34472 cm™ (290 nm, Ae = 1.135 M™*cm™) y las bandas observadas a 37638 cm™
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(266 nm, A =2.81 M'em™) y 41650 cm™ (240nm, Ac = 2.339 M™cm™) respectivamente.
Nuevamente, estas bandas son asignadas como transiciones electronicas LMCT. Figura
3.12.
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Figura 3.12. Titulacién de Ac-Ap (1-16) hasta 2.0 equivalentes de Cu** en NEM 100 mM + NaCl 100 mM,
seguida cada 0.2 equivalentes de Cu®* por absorcion en la regién UV-Vis (superior) y CD (inferior) a pH 7.5.

Los espectros corresponden a la adicion de diferentes equivalentes de Cu®*: de 0.2 a 1.0 equivalentes (color
azul cielo) y de 1.2 a 2.0 equivalentes de Cu* (color azul oscuro).
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Con los espectros obtenidos, se puede deducir que existen dos juegos de sefiales

que son dependientes de la concentracién de Cu®*, y corresponden a dos modos de

coordinacion distintos. En el intervalo de 0.2 a 0.6 equivalentes de Cu, predominan las

sefiales del modo I, mientras que a partir de los 0.8 equivalentes empieza a ser mas evidente

la formacion del modo Il. En la Tabla 3.6 se resumen las transiciones electrénicas

correspondientes para cada modo de coordinacién. Cabe sefialar que las formas de los

espectros de estas especies son muy diferentes, en comparacion a los modos | y Il

observados con el péptido no acetilado, como se muestra en la figura 3.13, por lo tanto, son

denominados como I” y II". Esto se debe a que el efecto Cotton para varias de las

transiciones electronicas cambia al acetilar el péptido (comparar Tabla 3.1 y 3.6). Sin

embargo, en ambos casos es posible identificar una transicion LMCT del grupo NH,-

terminal al Cu®* (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Transiciones electronicas identificadas por CD en la titulacién de
Ac-AB(1-16) con 2.0 equivalentes de Cu**a pH 7.5.

Modo I Modo I
Ac-Ap(1-16) con Ac-AB(1-16) con
0.6 eq. Cu** 2.0 eq. Cu**

As'g;;:é%n EE Energia® A€’ Energia® Ag®
d—d 16970 (589) +0.19 15300 (654)" | +0.24
d—d — — 18390 (543) +0.54

Nim 1 — Cu 27500 (363) -0.26 28527 (350) -0.26
N amigza — Cu 34004 (294) +0.47 34472 (290) +1.13
Nim mo— Cu 37770 (264) +0.84 37638 (266) +2.81
NH5 amino — Cu 41700 (240) +1.281 41650 (240) +2.33

?La energfa de las transiciones esté reportada en cm™, y los valores entre paréntesis corresponden a la longitud
de onda (en nm). ° La intensidad de CD (Ae) es reportada en M™cm™. h = hombro.
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Figura 3.13. Comparacién de los espectros de CD de los complejos AB(1-16)-Cu®* y Ac-AB(1-16)-Cu®* con
0.6 y 2.0 equivalentes de Cu®* en NEM 100 mM + NaCl 100 mM a pH 7.5.

En resumen, los datos de CD indican que la acetilacién del grupo N-terminal no
impide la coordinacién del Cu®**, y de hecho, se forman complejos con transiciones
electronicas muy similares a las del complejo no acetilado. El principal efecto de la
acetilacion del péptido se ve reflejado en el efecto Cotton de las transiciones d-d. Ademas,
los espectros de CD reflejan la presencia de una banda LMCT del grupo amino-terminal al

Cu?*, confirmando la participacion de este grupo en la unién al metal.

3.7 Estudio de la unién de Cu®* al péptido Ac-AB(1-16) por resonancia paramagnética
electrénica

De la misma manera que se hizo con el péptido analogo AB(1-16), se llevd a cabo la
titulacion del péptido Ac-AB(1-16) hasta 2.0 equivalentes de Cu?* y fue seguida por EPR.

Se observa que con la adicion de 0.4 equivalentess de Cu? al péptido
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Ac-ApB(1-16), aparecen dos conjuntos de sefiales, como se muestra en la Figura 3.14. El
juego de sefiales mas intensas corresponden a un valor g; de 2.27 y un acoplamiento
hiperfino (A;) con Cu de 173 G, mientras que el segundo conjunto de sefiales presentan un
valor g de 2.24 y un acoplamiento hiperfino con Cu de 155 G. Estas sefiales cambian de
intensidad en funcion de la concentracién de Cu®*. Se puede observar un comportamiento
similar al péptido no acetilado para ambos juegos de sefiales, es decir, a 0.4 equivalentes de
Cu?* (Figura 3.14, espectro negro), la especie predominante es la de mayor acoplamiento
hiperfino. Sin embargo, al aumentar a 0.8 equivalentes de Cu®* la intensidad relativa de la
segunda especie aumenta, observandose casi la misma proporcion de ambas especies. A
partir de 1.2 equivalentes de Cu®* en adelante, la intensidad para la segunda especie
aumenta, lo que sugiere que a mayor numero de equivalentes de la sal metélica predomina
la especie con menor acoplamiento hiperfino. Por lo tanto, por EPR, se puede determinar la
presencia de dos modos de coordinacién que varian en funcién de la concentracién de Cu?*,

de igual modo que en el fragmento sin acetilar. Figura 3.14.

En la Tabla 3.7 se presentan los parametros determinados por EPR para ambos
modos de coordinacion. Nuevamente, de acuerdo a estos valores y con base en las graficas
de correlacion mencionadas en la seccion 3.2, se asigno la esfera de coordinacion ecuatorial
de cada componente. En ambos casos, los ligantes enlazados al i6n metélico corresponden a
tres nitrégenos y un oxigeno (3N10), mientras que los datos de CD evidencian la
participacion del grupo NH,-terminal e His. Por otro lado, para el modo de coordinacion
II’, los datos de CD indican la participacion de al menos una amida desprotonada de la
cadena peptidica (N). Adicionalmente, es posible observar por EPR que los parametros de
gy A tanto para el complejo AB(1-16)-Cu** como para Ac-AP(1-16)Cu®* son muy

parecidos para ambos modos de coordinacién en cada péptido.
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Figura 3.14. Titulacion de Ac-AB(1-16) hasta 2.0 equivalentes de Cu?* en NEM 100 mM — NaCl 100 mM,
Glicerol (50:50), seguida por EPR a pH 7.5. Modo I” lineas continuas. Modo 11" lineas punteadas.

Tabla 3.7. Pardmetros determinados del complejo Ac-AB(1-16) con 2.0 equivalentes

de Cu?* por EPR.
Modo A (Gauss) g A (x10* cm™)  Modo de coordinacion
I’ 173 2.27 183 3N10
I 155 2.24 162 3N10

En conclusion, los cambios observados en el efecto Cotton de los espectros de CD
respecto a los espectros de su analogo no acetilado (Figura 3.1) permiten concluir que el
grupo NH,-terminal forma parte de la esfera de coordinaciéon de los complejos AB(1-16)-

Cu®*. En conjunto, las energias de las transiciones electronicas observadas por CD y los
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parametros de EPR de los complejos indican que, contrario a lo propuesto por Faller et al.*

la acetilacion del grupo NH,-terminal no impide la union del metal al péptido.

3.8. Evaluacion del efecto del pH en los modos de coordinacion del complejo Ac-AB(1-
16)-Cu?* por dicroismo circular

A continuacién se evalué el efecto del pH en la coordinacién del Cu®* al péptido
acetilado. Para ello, se agregaron 0.7 (Figura 3.15, A) y 2.0 (Figura 3.15, B) equivalentes
de Cu®* al complejo Ac-AB(1-16)-Cu®*, haciéndose un barrido desde pH 6 hasta pH 11. En
ambos casos, se observan cambios muy similares en los espectros de CD en funcion del pH.
Sin embargo, la intensidad de las sefiales fue menor. A valores de pH bajos, se observan las
siguientes sefiales: una banda ancha positiva alrededor de 17000 cm™, y una transicion
electrénica positiva poco intensa a 28000 cm™ (357 nm, Ae = -0.166 M™cm™). Estas
sefiales corresponden a las observadas en las titulaciones del péptido Ac-Ap(1-16) con
cobre en la seccion anterior, y se asocian al modo de coordinacion 1I”. Al aumentar el pH,
entre 8.2 y 11, se observa la desaparicion de la transicion electronica positiva detectada a
17000 cm™, mientras que aparece una sefial positiva muy intensa a 15500 cm™ (645 nm, A
= 0.625 Mcm™) y otra negativa alin més intensa a 20000 cm™ (500 nm, Ae = -0.956 M’
'em™). De igual manera, a mayores energias, crecen las sefiales a 28203 cm™ (354 nm, Ae =
-0.383 M'cm™) y 31416 cm™ (318 nm, Ae = 0.656 Mcm™). Estas sefiales son similares a

las observadas para el modo Il del complejo AB(1-16)-Cu?*,

Cabe recordar que las transiciones electrénicas que ocurren a bajas energias
(~15000 cm™ — 20500 cm™) son asignadas como transiciones d-d. Mientras que las de
mayor energia (~28000 cm™ — 3200 cm™) como LMCT. Las bandas que aparecen alrededor
de los 28000 cm™ son asignadas a la interaccién de His con Cu?* (N —Cu?"). Por otro
lado, la presencia de bandas a ~31000 cm™ indican la unién de N~ a Cu®*. (Figura 3.15) En
la Tabla 3.8 se resumen las diferentes transiciones electronicas para cada modo de

coordinacion.
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Para caracterizar el equilibrio de las especies presentes, se siguieron los cambios
observados en la sefial a 20000 cm™ de los espectros de CD en funcion del pH, tal como se
hizo con el péptido AB(1-16) con 0.7 equivalentes de Cu®* y utilizando la ecuacién 3.1.
(Figura 3.16)

35000 30000 25000 20000 15000
Energia (cm-1)

Figura 3.15. Barrido de pH de Ac-AB(1-16) con: 0.7 equivalentes de Cu®* (A) y 2.0 equivalentes de Cu®** (B)
en NEM 100 mM — NaCl 100 mM, seguida por CD. El barrido se hizo aproximadamente cada 0.25 unidades
de pH, desde pH 6.0 (azul claro) hasta pH 11 (azul oscuro).
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Figura 3.16. Determinacion de pKa para el complejo Ac-AB(1-16)-Cu®* formado cuando 0.7 equivalentes de
Cu®* son afiadidos a 1.0 equivalente de péptido.

Tabla 3.8. Transiciones electrénicas identificadas por CD en el barrido de pH de
Ac-AB(1-16)-Cu® [1:0.7]

Modo I’ Modo 11
Ac-Ap(1-16)-Cu** Ac-AB(1-16)-Cu**
(pH 6.0-8.2) (pH 8.5-11)
Asignacion de < a b 2 b
banda Energia Ag Energia Ag
d—d 17000 (588) +0.20 15500 (645) +0.625
d—d — — 20000 (500) -0.956
Nim 1 — Cu 28000 (357) -0.166 28203 (354) -0.383
N amidza = Cu — — 31416 (318) +0.65

?La energia de las transiciones esta reportada en cm™, y los valores entre paréntesis corresponden a la longitud
de onda (en nm). ° La intensidad de CD (Ag) es reportada en M™cm™.

Siguiendo el cambio de la intensidad de la transicién a 20000 cm™, la cual cabe
recordar es caracteristica para el modo Il", se pudo determinar un pKa de 8.66 (Figura
3.16). Este valor de pKa puede asociarse a la transicion del modo 1" al modo 11", en la que

participa una amida desprotonada en la esfera de coordinacion del centro metalico.
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Adicionalmente, se realizé el barrido de pH con 2 equivalentes de Cu®* (Figura
3.15, B), donde a valores de pH bajos, la intensidad de la transicion del tipo d-d es muy
baja (linea azul claro continua), observandose como un pequefio hombro detectado
alrededor de los 18300 cm™ (546 nm, Ae = 0.427 M'em™). Sin embargo, al aumentar el
pH (8.2-11) en esta misma region, se observa el crecimiento de dos bandas: una positiva a
aproximadamente 15500 cm™ (645nm, Ae = 1.9 M™cm™) y otra negativa alrededor de los
20000 cm™ (500 nm, Ae = -3.25 M*cm™). En este mismo rango de pH pero a mayor
energia, se observa una transicion electrénica positiva poco intensa a 28185 cm™ (354 nm,
Ae=-0.82 M*cm™) y otra a 31436 cm™ (318 nm, Ae = 2.0 M'cm™).

Tabla 3.9. Transiciones electronicas identificadas por CD en el barrido de pH de
Ac-AB(1-16)-Cu® [1:2]°

Modo I Modo Il
Ac-AB(1-16)-Cu** Ac-AB(1-16)-Cu**

(pH 6.0-8.2) (pH 8.5-11)

Asigtr: ;rf(ijgn e Energia® Ag® Energia® Ag?
d—d 18300 (546)" | +0.427 | 15500 (645) +1.9
d—d — — 20000 (500) -3.25

Nim 711 — Cu 28000 (357) -0.166 28185 (354) -0.82

N amida — CU — — 31436 (318) +2.0

?La energia de las transiciones esté reportada en cm™, y los valores entre paréntesis corresponden a la longitud
de onda (en nm). ° La intensidad de CD (Ag) es reportada en M™cm™. h = hombro.

°Es importante sefialar que los espectros se recolectaron por debajo de los 40000 cm™ debido a problemas de
alto voltaje en el detector a mayores energias. Por tal motivo, no se pudieron observar transiciones a mayores
energias, como la que se esperaria para la Nj, m,— Cu.

Para la determinacion de los valores de pKa se utilizaron las ecuaciones 3.1y 3.2,
encontrandose diferentes valores en funcién de las siguientes transiciones electronicas: a
15400 cm™ se determinaron dos valores de pKa = 7.5 y 8.7, mientras que a 20000 cm™ un
pKa de 8.89. Por otro lado, a 28000 cm™ los datos ajustaron para dos valores de pKa = 7.5
y 9.8, y finalmente a 31400 cm™ 7.2 y 8.9 respectivamente. (Figura 3.17)
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Figura 3.17. Determinacién de pKa para el complejo Ac-Ap(1-16)-Cu?* formado cuando 2.0 equivalentes de
Cu®* son afiadidos a 1.0 equivalente de péptido.

Con los datos obtenidos a las diferentes energias, se promediaron los respectivos
valores de pKa, obteniendo principalmente tres valores de pKa: 7.5, 8.8 y 9.8. Donde el
valor de 7.5 es asignado a la formacién del complejo, es decir a la unién de Cu?* a Ac-AB
(1-16), mientras que el pKa = 8.8, a la transicion del modo I” al modo II", con el cual se
evidencia la participaciéon de una amida desprotonada de la cadena peptidica en la esfera de
coordinacion del Cu®*. Adicionalmente, el pKa = 9.8, se puede asociar a la formacién de un
tercer modo de coordinacion, en el cual estarian involucradas dos N~ de la cadena
peptidica, es decir, representa la transicion del modo 11" a I11". Sin embargo, este complejo

no seria relevante bajo condiciones fisiologicas.

Es importante notar que el seguimiento de la sefial a 20000 cm™ es relevante, ya que
es indicativa de la transicion de los primeros dos modos de coordinacion (I"— II"), tal como

se observo en la formacion del modo Il del complejo analogo AB(1-16)-Cu2+, cuyo pKa es
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7.8. Por lo tanto, podemos concluir que en el complejo acetilado, se incrementa una unidad
el pKa para la transicion del modo I” a modo Il". De igual manera, el seguimiento de la
transicion electrénica que aparece a los 31400 cm™ aproximadamente, (asignada
previamente como la unién de N™ a Cu®") arroja un pKa igual a 8.9, por lo tanto, se

corrobora la atribucion de la transicion de I" a Il”. (Figura 3.18)

Ac-AB(1-16) + Cu?*

pKa=7.5
/NHms 4 Ac-N
O, J2+ pKa=8.8 |, ,{,{ pKa=9.8 N, 64-
3 U"'u" . — e, o — Cu " N
Nris6 -— Viilaisrs /
/ HisB, 13,14 X
Ac Ac = acetilado 0 x=N,
0=CO00COO : ! = His, NH-terminal
Modo I’ Modo Ii Modo Ill’

Figura 3.18. Formacion de los complejos Ac-AB(1-16)-Cu®". El pKa de 7.5 se asocia a la formacién del
complejo. La transicion del modo I"a Il presenta un pKa = 8.8, donde queda evidenciada la union de N de la
cadena peptidica al Cu*" y el pKa = 9.8 esta asociado a la formacién de un tercer modo de coordinacion, el
cual se origina de una subsecuente desprotonacién del modo I1".

3.9. Evaluacion del efecto del pH en los modos de coordinacion del complejo Ac-AB(1-
16)-Cu? por resonancia paramagnética electrénica

El efecto del pH en el complejo Ac-Ap(1-16)-Cu®* fue evaluado por EPR en una
relacién de péptido:Cu de 1:0.4 (Figura 3.18). A pH 7.5, se observa ligeramente la
presencia de dos modos de coordinacion, los cuales persisten hasta pH 9.5. No obstante, la
proporcion cambia al aumentar el pH. Por otro lado, a partir de pH 9.0 se observa un nuevo
conjunto de sefiales poco intenso que se puede asociar a la formacion de un tercer modo de
coordinacion, en el cual dado el valor de pH, se puede involucrar la participacion de mas
amidas desprotonadas en la unién a cobre. (Figura 3.18). La formacion de esta tercera
especie se hace mas evidente en la region perpendicular de los espectros, ya que cambian

drésticamente en esta region conforme se incrementa el pH. Ademas, se puede esperar a
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que tanto el modo Il” (Figura 3.18, lineas punteadas negras) como el modo 11" (Figura 3.18,

lineas punteadas verdes) presenten valores de Aj y gj muy parecidos, por tanto, se hace

dificil la asignacion inequivoca de las sefiales para el modo I11". Tabla 3.10
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Figura 3.18. Barrido de pH de Ac-AB(1-16) con 0.4 equivalentes de Cu®* en NEM 100 mM — NaCl 100 mM,
Glicerol (50:50), seguida por EPR a pH 7.5. Modo I|” lineas continuas. Modo 11" lineas punteadas negras.

Modo 11" lineas punteadas verdes.
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Tabla 3.10. Parémetros de EPR de los complejos Ac-AB(1-16)-Cu®* con 0.4 equivalentes
de Cu** en funcién del pH

Modo I Modo Il

% aprox. de especies A
pH P g 9
(M | M 1 ] (Gauss) A (Gauss)
7.5 80:20:0 173 2270 155 2.240
8.0 60:40:0 165  2.277 153 2.238
8.5 50:50:0 165  2.277 165 2.237
9.0 10:45: 45 165  2.278 165 2.237
9.5 0:50:50 164  2.288 165 2.236

Finalmente, es importante sefialar que Alies y colaboradores®™ determinaron tres
valores de pKa para este complejo, de los cuales, el pKa =5.2 lo adjudican a la conversion
del modo I"al modo 11, el de 7.5 lo asocian a la conversion del modo 11" al modo I117;
mientras que el pKa de 8.7 lo asignan a la conversion del modo I11” al modo 1V". Utilizan
esta denominacion () para indicar que los modos de coordinacion observados son
ligeramente diferentes a aquéllos encontrados en el complejo analogo AB(1-16)-Cu?*, lo
cual se ve reflejado en las diferencias de los pardmetros de EPR, posiblemente por la
acetilacion del grupo NH»-terminal. Ademas, destacan que en el modo Il” participa una
amida desprotonada de la cadena peptidica, mientras que para el modo III" hay una
subsecuente desprotonacion, por lo tanto, en la esfera de coordinacion del centro metalico
se encuentran dos amidas desprotonadas. Sin embargo, la asignacién de estos valores de
pKa por Alies y colaboradores sugiere que la especie méas abundante del complejo acetilado
en un rango de pH entre 5.2 y 7.5 seria el modo II", en el cual coordina una N—. Esta
interpretacion no es congruente, ya que en dicho rango de pH no se observan sefiales de

CD asociadas a transiciones LMCT de amidas desprotonadas coordinadas al metal.

En resumen, se puede concluir que al igual que los complejos AB(1-16)-Cu®*, los
complejos del fragmento acetilado también son dependientes de la concentracién de cobre y

del pH. Adicionalmente, también es importante notar, que a diferencia de lo propuesto

72



anteriormente, la acetilacion del grupo NH,-terminal no afecta ni impide la coordinacion de
Cu?*, y que las esferas de coordinacién para el modo I como para el modo II” son muy
similares a las del modo I y 11 del complejo AB(1-16)-Cu®"; no obstante, la acetilacion sélo
afecta el efecto Cotton de las sefiales de los espectros de CD. Adicionalmente, se concluye
que el pKa para la transicion del modo I” a 1", es mayor por una unidad respecto al pKa

correspondiente para el complejo analogo AB(1-16)-Cu®".
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Capitulo 4

Caracterizacion electroquimica de
los complejos Ap(1-16)-Cu®*
y Ac-AB(1-16)-Cu®*
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4.1. Estudio de la actividad redox del complejo AB(1-16)-Cu®" por voltamperometria
ciclica

En el capitulo 1 (seccion 1.5) se destacd que una de las principales caracteristicas de
la EA y en general de las enfermedades neurodegenerativas, es la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que conducen al estrés oxidativo y por ende, al dafio neuronal.
Por dicha razén, es de vital importancia conocer la actividad redox de los complejos AB(1-
16)-Cu?*, es decir, es necesario evaluar la capacidad de este complejo para activar la
molécula de O,. Como se menciono en la seccion 1.10, existen pocos reportes del potencial
redox (E°) de dichos complejos, los cuales han sido determinados a pH fisiol6gico o menor
(Tabla 1.3). Los valores reportados han sido muy diversos y dependientes de las
condiciones del electrolito usado para evaluarlos, y en este sentido, el proposito de este
estudio fue el de determinar los potenciales a diferentes valores de pH en funcién de los

modos de coordinacion encontrados por técnicas espectroscopicas (Capitulo 3).

Una vez caracterizados espectroscopicamente los complejos AP(1-16)-Cu?*
formados en funcion del pH, se decidié determinar los potenciales redox correspondientes.
Para ello, se utilizo la técnica de voltamperometria ciclica (CV, Cyclic Voltammetry). La
CV es una técnica electroquimica que permite estudiar los procesos oxido/reduccion de un
sistema, y para ello requiere de tres electrodos: el de trabajo (WE, working electrode) que
es en donde se lleva a cabo la reaccion de interés, un electrodo auxiliar que es donde se
cierra el circuito eléctrico y un electrodo de referencia, el cual es separado por un puente

salino.''®

Aqui se utilizé carbdn vitreo de 3 mm de diametro como electrodo de trabajo,
Ag/AgCl como electrodo de referencia y Pt como electrodo auxiliar. Los experimentos se
llevaron a cabo en una solucién amortiguadora de fosfatos (10 mM) y Na,SO4, 50 mM como
electrolito soporte. Este amortiguador se eligi6 dado que las mediciones preliminares
empleando PIPES y NEM mostraron poca reproducibilidad desde el punto de vista de la
voltamperometria. Cabe mencionar que todas las mediciones de voltamperometria ciclica
fueron realizadas en el laboratorio del Dr. Felipe Gonzélez (Depto. de Quimica, Cinvestav),

colaborador en el presente proyecto.
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Con el proposito de evaluar el primer modo de coordinacion, se decidio utilizar una
concentracién de 0.4 mM de péptido y 0.1 mM de solucién de Cu®*. De esta manera, el
experimento se llevd a cabo en una relacién péptido:Cu** de 1:0.25. La velocidad de
barrido (v) seleccionada fue de 0.005 V/s, dado que el uso de bajas concentraciones hace
significativa la contribucién de la corriente capacitiva (I «c @) sobre los procesos faradicos

Y2y Adicionalmente, el uso de una baja relacion péptido:Cu?* fue seleccionada para

(lcv
garantizar que la especie predominante a bajo pH sea el modo I. Cabe destacar que los
valores de pH analizados fueron elegidos con base a los datos espectroscopicos y tomando

en consideracion el pKa (7.8) correspondiente a la transicién del modo | a modo 11.

Primeramente, se realiz6 la CV del complejo AB(1-16)-Cu?* a tres valores de pH en
una ventana de potencial de 300 a —300 mV (Figura 4.1 A), iniciando la reduccién a partir
del potencial de circuito abierto (ocp, por sus siglas en inglés). A pH 6.5 (curva morada) se
observa la aparicién de un pico ancho en —0.080 V con una intensidad de corriente pico de
—150 nA, mientras que en el sentido inverso (oxidacion) aparece otro pico igualmente
ancho a 0.160 V (85 nA). Estos picos corresponden a la reduccién (pico catodico) y
oxidacion monoelectronica del complejo (pico anddico) respectivamente. Se puede
observar que los picos a pesar de ser anchos estan bien definidos. Sin embargo, a pH 7.4
(curva azul), ambos picos se desplazan a potenciales mas negativos, disminuyendo en
intensidad de corriente y definicion, especificamente el pico catddico aparece a —0.210 V
(=140 nA), mientras que el pico anddico a 0.115 V (93 nA). Por otro lado, a pH 8.5 (curva
verde) el pico de reduccién desaparece en esta ventana de potencial, en tanto que en el
barrido hacia la oxidacion, se observa un pico poco intenso en aproximadamente 0.096 V
(48 nA). La desaparicion del pico de reduccion indica que la especie que origina dicha
corriente a pH 6.5 y 7.4 ya no esta presente a pH 8.5.
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Figura 4.1. Voltamperogramas ciclicos de Ap(1-16)-Cu®* [1:0.25] a diferentes valores de pH e intervalos de
potencial en 10 mM de buffer de fosfatos con 50 mM de Na,SO, como electrolito soporte en atmdésfera de Ar
y a una velocidad de barrido de 5 mV/s.

Dados los voltamperogramas mostrados en la figura 4.1 A, se extendio la ventana de
potencial desde 300 mV hasta —600 mV (Figura 4.1 B), observandose a pH 6.5 (curva
morada) un pico de reduccion aproximadamente a —0.076 V (=138 nA) y un pico de
oxidacion en aproximadamente 0.140 V (126 nA) respectivamente. Al aumentar el pH a 7.4
(curva azul) se observa gue el pico de reduccion se desplaza a potenciales mas negativos
—0.213 V (143 nA), respecto a pH 6.5, perdiendo definicion e intensidad. Sin embargo,
alrededor de los —0.480 V, se observa una pequefia sefial de baja intensidad (—205 nA). En
el proceso de oxidacion, se observa un pico muy definido a 0.134 V (110 nA). Dicho valor
es practicamente el mismo que el registrado en la ventana de potencial corta (Figura 4.1 A,
curva azul). Por otra parte, a pH 8.5 (curva verde) no se observa el primer pico catddico
encontrado a valores de pH més bajos. No obstante, a potenciales més negativos se observa
un nuevo pico de reduccion a —0.476 V (-232 nA) con su correspondiente pico de
oxidacion a -0.276 V (10 nA). Adicionalmente, en el barrido hacia la oxidacion a
potenciales méas positivos aparece otro pico a 0.073 V (78 nA). Cabe destacar que en
general, los picos tanto de oxidacion como de reduccion son picos anchos en todos los

casos, lo que sugiere una cinética de transferencia de electron lenta.
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Con base a los datos obtenidos espectroscépicamente, donde se encontré que el
modo | predomina a pH bajo (6.5) y cuya esfera de coordinacion esta conformada por 2
His (6, 13 0 14), el grupo NHy-terminal y un O (COO™ o CO) de la cadena peptidica, al
primer pico (catddico) observado en la voltamperometria a —0.076 V se le denomino Ic,
puesto que corresponde a la reduccion de dicho complejo y al pico anddico detectado a
0.140 V, se denomind como la que corresponde a la subsecuente oxidacion del complejo.
Se puede apreciar una separacion de picos grande (AEp = —0.216 V) correspondiente a un
comportamiento cuasi-reversible, sugiriendo una transferencia electronica lenta. A pesar de
la amplitud de los picos se pudo determinar un E° = 0.032 V vs Ag/AgCI (0.255 V vs NHE,
Normal Hidrogen Electrode) para la reduccion del modo de coordinacion I. Este valor es
consistente con reportes previos cuyo valor oscila entre 0.280 y 0.30 V vs NHE. (seccion
1.10). A pH 7.4, las intensidades de corriente asociadas a los picos Ic y la decrecen,
mientras que a pH 8.5, no se registran estos picos (Figura 4.1 A, curvas azul y verde
respectivamente). Sin embargo, al ampliar la ventana del barrido de potencial (Figura 4.1
B), a pH 8.5 se aprecia claramente la formacidn de dos nuevos picos: uno catddico a —0.476
V y otro anddico a —0.276 V que corresponden a la reduccion y oxidacion del modo de
coordinacion Il, el cual predomina a este valor de pH. Por lo tanto, estos picos son
diferenciados como llc y lla respectivamente. Estos picos se encuentran a potenciales mas
negativos comparados con los registrados a menores valores de pH y que corresponden al
modo I. El potencial determinado para el modo de coordinacion Il fue de —0.376 V vs
Ag/AgCI (-0.153 V vs NHE). Cabe destacar que este trabajo constituye el primer reporte

experimental del potencial de reduccion de este modo de coordinacion.

Estos resultados indican que el aumento del pH que deriva en la conversion del
modo | al modo Il ocasiona un desplazamiento de aproximadamente 0.4 V hacia valores
mas negativos (Tabla 4.1). El potencial mas negativo para el modo Il es consistente con el
hecho de tener una amida desprotonada (N ) en la esfera de coordinacion. Se sabe que un
ligante duro con carga negativa (como lo es una amida desprotonada), puede estabilizar
mas el cobre en su estado de oxidacion 2+ y como consecuencia, disminuir el potencial de

reduccion de dicho complejo.
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Tabla 4.1. Potenciales de reduccidn determinados para ambos modos de
coordinacién en el complejo AB(1-16)-Cu®*

Modo de E° (V) vs
o E° (V) vs NHE
coordinacion Ag/AgCI
I 0.032 0.255
I —-0.376 —-0.153

Este fenémeno, ha sido observado en otros sistemas péptido-Cu?*, tales como los
complejos de cobre en la region “octarepeat” (conocido como OR) de la proteina prion
humana.?*? Este octapéptido tiene la secuencia PHGGGWGQ y se repite cuatro veces en
la proteina. El modo de coordinacién del OR a Cu?* depende de la proporcién péptido:Cu®".
En una relacion 1:1, se favorece un tipo de coordinacion 4N, con los grupos imidazol de las
cuatro histidinas presentes. Sin embargo, a mayor concentracién de Cu?*, cada OR puede
unir solo un 4tomo de Cu®*, formando un modo de coordinacién ecuatorial 3N10. La esfera
de coordinacién alrededor del centro metélico estd conformada por una histidina, dos
amidas desprotonadas (provenientes de dos residuos de glicina continuas a la histidina) y
un oxigeno de un grupo carbonilo de glicina. El potencial de reduccién de esta especie es
—0.305 V vs NHE' incluso mas negativo que el modo 11 de nuestro complejo AB(1-16)-
Cu?*, consistente con tener dos amidas desprotonadas en la esfera de coordinacién del
cobre. Es importante resaltar que la naturaleza de los ligantes involucrados en la unién a
Cu?* afecta drasticamente el potencial redox de dichos complejos. De manera tal que el
complejo que esta conformado por 4 histidinas presenta un potencial redox positivo
(+0.323 V), mientras que el complejo que involucra dos amidas desprotonadas de la cadena
peptidica desplaza el potencial aproximadamente 0.6 V generando un potencial redox

negativo.

Los resultados de este trabajo concuerdan con la tendencia encontrada a través de
estudios tedricos realizados por Ali-Torres y colaboradores,® quienes calcularon los
potenciales de reduccién para modelos de coordinacion de los modos | y Il. Para el modo |,
estos autores predijeron un potencial de 0.280 V, mientras que para el modo Il la prediccidn

fue de —0.37 a —0.81 V. Esta gran disminucion de potencial lo asocian a la presencia de un
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ligante ecuatorial cargado negativamente (la amida desprotonada de la cadena peptidica),
que estabiliza el estado de oxidacion 2+ del i6n metalico.

Existen grandes cambios estructurales asociados a la reduccion de ambos modos de
coordinacion que implican una gran energia de reorganizacion, lo cual se ve reflejado en la
gran amplitud de los picos (> 59 mV). Este comportamiento es caracteristico de procesos
cuya transferencia electronica es semi-lenta o lenta. Cabe resaltar que la forma reducida del
complejo [AB(1-16)-Cu'] ha sido caracterizada por espectroscopia de absorcion de rayos-X
(XAS, por sus siglas en inglés) y por resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en
inglés) inicamente a pH = 7 (es decir, modo 1), donde se identifico que el Cu™ se enlaza a
dos residuos de His en una geometria lineal, preferentemente con las His13 y 14, aunque la
formacion de complejos de Cu® donde se una con Hisé y 13/14 no pueden ser
descartados.’*"# Por tanto, durante el proceso de reduccion del modo I, seria necesario
que dos ligantes abandonen la esfera de coordinacion del cobre (Figura 4.2, pico Ic). Este
rearreglo de los ligantes es consistente con la amplitud de los picos en el voltamperograma

ciclico. (ver Nota de la pagina 81)

Por otro lado, a pH 8.5 (Figura 4.1 B, curva verde) el modo Il es el que prevalece y
se observa que en el proceso de oxidacion aparecen dos picos anddicos: uno mas intenso
que corresponde a la oxidacion del modo Il (Epja = —0.276 V) y otro de menor intensidad
que aparece a potenciales positivos (Epa = 0.073 V), el cual anteriormente habia sido
asociado a la oxidacion del modo I, pero debido a la ausencia del correspondiente pico Ic y
al ligero desplazamiento del pico (0.140 V) a potenciales menos positivos, se sugiere la
existencia de dos diferentes complejos de Cu™ que se forman durante la reduccion del modo
Il. A este nuevo pico se le denomina como la" (Figura 4.2). Para explicar este
comportamiento, se propone el siguiente esquema de reaccién, en donde se ilustran las
trayectorias de reaccion al pasar de pH 6.5 a 8.5, es decir, se describe la forma en que se
reducen los modos 1 y 1l 'y como estos afectan el comportamiento voltamperométrico. A un
pH de 6.5, solo se forma el modo de coordinacién I, en donde el Cu?* involucra cuatro
enlaces de coordinacién al péptido. Al potencial de la sefial Ic de la Figura 4.1A (curva

morada), el centro metalico recibe un electrén y pasa al estado de oxidacion Cu®. Esto
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provoca una gran reorganizacion interna (numero, longitudes y angulos de enlace) y
externa (esfera de solvatacion del complejo de Cu® respecto al complejo de Cu?*) que
permite formar el complejo de Cu” pero ahora con solo dos enlaces de coordinacion. Esta
gran reorganizacion es congruente con una cinética de transferencia de electron lenta que se
manifiesta en la voltamperometria a través de la gran amplitud del pico de reduccién y
oxidacion, que se encuentran ademas separados por mas de 58 mV (216 mV). Cuando el
pH se incrementa a un valor mayor al del pKa del modo | (8.5), se favorece la
desprotonacion de una amida y cambia la energética de los enlaces de coordinacion del
modo 11. Por lo tanto la especie de Cu?* se estabiliza y su potencial de reduccién se
desplaza a valores negativos respecto al modo I. Cuando el complejo correspondiente al
modo Il se reduce para formar el complejo de Cu®, nuevamente interviene una gran
reorganizacion interna y externa, se pierden dos enlaces de coordinacion y
consecuentemente la sefial de reduccion es ancha (pico llc). En el barrido inverso se logra
atrapar el complejo de Cu™ (pico I1a) generado en el barrido de reduccion, sin embargo su
intensidad es pequefia debido a que parte de éste se protona en el medio para generar la
especie reducida del modo | (pico Ia’). El potencial de este pico es menos positivo
(energéticamente mas favorable hacia la oxidacion) debido a la estabilizacion que se
obtiene en el medio bésico al formarse los dos enlaces de coordinacion adicionales del

modo II.

Nota: Es importante hacer notar que el ién Cu®, debido a su configuracion electrénica (d'°), puede adoptar
diferentes geometrias: lineal, trigonal plano o tetragonal.™ **® Al ser un 4cido blando, el i6n Cu® presenta
preferencia por coordinarse a bases de la misma naturaleza, como lo son los residuos de metionina y cisteina.
Se ha demostrado que, en ausencia de dichos residuos, el Cu® se coordina a residuos de histidina,
considerados como de naturaleza intermedia en la clasificacién de bases duras y blandas.'?” ** Tal es el caso
del péptido AB(1-16), ya que existen diversos reportes experimentales (EXAFS, XANES) y teoricos que
demuestran la participacion de dos histidinas en la esfera de coordinacion del complejo AB(1-16)-Cu”,
adoptando una geometria lineal 12> 125 127,129,130
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Figura 4.2. Mecanismo propuesto del ciclo redox de los dos modos de coordinacion de AP(1-16)-Cu®*
relevantes fisiolégicamente.

Hasta el momento no ha habido ninguna caracterizacion espectroscépica de la forma
reducida del modo Il. Sin embargo, estudios computacionales han propuesto estructuras
transitorias que pueden servir como intermediarios durante la reaccién.”® ** 13! Se sabe que
para llegar a la forma reducida (His13-Cu*-His14) debe haber una gran reorganizacion
interna y externa donde los primeros ligantes que salen de la esfera de coordinacion del Cu®
son el NHy-terminal y el grupo carbonilo de la cadena peptidica (Figura 4.3).
Posteriormente se requiere de la protonacion del grupo N~ vy la introduccion de un segundo
residuo de His en la esfera de coordinacion alrededor del Cu®. Aunque las reacciones de
protonacion son rapidas, se predice que los rearreglos geométricos que sufre el complejo
para que se pueda enlazar el residuo de His al Cu® serian muy lentos.®® Esto permite
explicar el comportamiento electroquimico observado a pH 8.5, el pico de reoxidacién lla

corresponde a la reoxidacion de este intermediario de Cu® (Figura 4.3, estructura entre
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corchetes). Dado que su conversion a la forma bis-His lineal es muy lenta, el intermediario
reducido puede facilmente reoxidarse a Cu®* en el modo de coordinacién Il (pico l1a) de
manera cuasireversible. La deteccion electroquimica de este intermediario es una
consecuencia de su lenta conversion al complejo lineal bis-His. Por otro lado, la especie
lineal de Cu" seguiria un mecanismo de Re oxidacion diferente para llegar al complejo de
Cu? modo Il, el cual es evidente en la aparicion del pico 1a”. Si esta asignacion es correcta,
se esperaria que la intensidad del pico lIa” variara en funcion de la concentracion de la
especie de Cu” lineal que se forme para cada velocidad de barrido en el experimento de

voltamperometria ciclica.

Para entender el comportamiento del pico Ia’, se decidi6 hacer el experimento a
diferentes velocidades de barrido (v = 5, 100 y 200 mV/s). Con el propdsito de evitar la
contribucion de la corriente capacitiva y por lo tanto, incrementar la resolucién de los picos,
se aument6 la concentracion del péptido a 1.2 mM y 0.3 mM de Cu®*, manteniendo la
relacién 0.25:1 péptido:Cu. Consistente con lo esperado en el modelo propuesto en la
Figura 4.2, se observa que la intensidad del pico la” decrece drasticamente al aumentar la
velocidad de barrido (Figura 4.3), lo cual es reflejo de una menor acumulacion o formacion
del complejo de Cu” lineal en escalas de tiempo cortas. Es decir, al aumentar la velocidad
de barrido, no se da tiempo suficiente para que el intermediario sufra el re-arreglo

geométrico necesario para formar la especie de Cu™ lineal.

Por lo tanto, de los datos arrojados por la voltamperometria ciclica se puede concluir
que en el proceso de reduccién del modo 11 del complejo AB(1-16)-Cu®*, la transferencia
electronica va acompafiada de cambios estructurales importantes y una energia de
reorganizacion mayor, en comparacion a la del modo I. Esta caracteristica permitid la
deteccion electroguimica de una especie intermediaria en el proceso de reduccion del modo
Il del complejo AB(1-16)-Cu?*,
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Figura 4.3. Velocidades de barrido del complejo AB(1-16)-Cu?* [1:0.25] A) 5 mV/s, B) 100 mV/s y C) 200
mV/s. A pH 85 en 10 mM de buffer de fosfatos con 50 mM de Na,SO, como electrolito soporte en
atmosfera de Ar.
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TABLA 4.2. Potenciales de redox de complejos de Cu*® Ap(1-16)-Cu*"y diversas especies redox
de importancia biologica.

Sistema E°V (vsNHE)

norepinefrina 0.384
epinefrina 0.372
Dopamina 0.370

OR-Cu?** / OR-Cu" 0.323
0,/H,0; 0.295
PrP-Cus> / PrP-2Cu5+ 0.267
AP(1-16)-Cu 0.255
modo |
2+

o-syn-Cu +/ 0.215
a-syn-Cu
Cu®*/Cu’ 0.159

Acido ascorbico 0.051
FMN/FMNH, ? -0.120
AB(1-16)-Cu**
modo |1 ~0.153
Oxaloacetato/malato -0.166
Glutation -0.228
HGGG-Cu”* / HGGG-Cu* -0.29
OR-Cu*,/ OR-Cu*, —0.305
NAD'/NADH ° -0.320

2 Flavin mononucleotido oxidado/reducido. ® Nicotinamida adenina dinucleétido.
OR = octarepeat de la proteina prion. PrP = proteina prion

Finalmente, considerando que en el cerebro existen diversos agentes reductores
como el ascorbato, (Tabla 4.2) y con base en su potencial de reduccion (0.051 V vs NHE),
bajo condiciones fisioldgicas, el modo | (E° = 0.255 V vs NHE) podria ser facilmente
reducido y por lo tanto, podria activar al oxigeno para la generacién de ROS. Dado que el
potencial de reduccion del modo Il es negativo (—0.153 V vs NHE), este modo no podria
ser reducido por el ascorbato y por lo tanto, no contribuiria a la produccion de ROS bajo
condiciones fisioldgicas. (Figura 4.4)
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Figura 4.4. Representacion de los potenciales de reduccion (vs NHE) de diferentes especies para la posible
produccion de ROS.

4.2. Evaluacién de la actividad redox de los complejos Ac-Ap(1-16)-Cu?* por
voltamperometria ciclica

Una vez caracterizado por voltamperometria ciclica el complejo AB(I-lG)-Cu2+, se
realiz6 el mismo procedimiento con el complejo acetilado, a concentracion de 0.4 mM de
péptido y 0.1 mM de solucién de Cu®* [1:0.25]. La velocidad de barrido seleccionada fue
de 0.005 V/s. Cabe destacar que en este trabajo se estudid por primera vez la actividad
redox del complejo Ac-Ap(1-16)-Cu®".

Primeramente, se realiz6 la voltamperometria del complejo Ac-Ap(1-16)-Cu®* en
una ventana de potencial de 300 a —300 mV (Figura 4.5 A), iniciando la reduccion a partir
del potencial de circuito abierto. A pH 6.5 (curva morada) se observa la aparicion de un
pico catédico ancho muy definido a 0.024 V (=74.4 nA, Ic), mientras que en el barrido
hacia la oxidacion aparece otro pico a 0.220 V (96 nA, la). A pH 7.4 (curva azul), ambos
picos aparecen en direccion negativa pero mantienen su definicién a pesar de la amplitud de
los mismos: el pico de reduccion (Ic) ahora aparece a = —0.074 V (-98 nA), mientras que el
pico anddico a 0.188 V (80 nA). A pH 8.5 (curva verde) el pico Ic desaparece y solo se
aprecia la formacion del pico anddico a 0.192 V (80 nA). Debido a que el complejo
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presenta un mayor pKa (8.7), se decidio realizar también el experimento a pH 9.5 (curva
anaranjada), pero no se observa respuesta redox en esta ventana de potencial.

Ampliando el barrido de potencial hasta -600 mV (Figura 4.5, B), se observa que a
pH 6.5 (curva morada), aparecen los mismos picos Ic y la observados en la Figura 4.4 A,
sin embargo, al aumentar el pH a 7.4 (curva azul) se observa un pico de reduccién a
potenciales mas negativos respecto al pH anterior, lo que cualitativamente concuerda con lo
observado en la voltamperometria realizada en la ventana de potencial corta. Sin embargo,
alrededor de —0.437 V, se observa un pico de muy baja definicion y corriente (-178 nA).
En el sentido inverso, a potenciales positivos aparece un pico a 0.152 V (110 nA). A pH
8.5 (curva verde) no se observa el primer pico catddico encontrado a valores de pH mas
bajos, pero a potenciales mas negativos se observa un nuevo pico de reduccion (llc) a
—0.451 V (-163 nA) con su correspondiente pico de oxidacion (11a) determinado a —0.261
V (6.38 nA). Adicionalmente a potenciales mé&s positivos se aprecia otro pico de oxidacion
(Ia’) a= 0.167 V (99 nA). Finalmente a pH 9.5 (curva anaranjada), se observa el mismo
comportamiento que al pH anterior, observandose el pico catédico mas intenso y mejor
definido a —0.43 V (=302 nA), en tanto que al invertir el proceso, el pico anoddico Ila y Ia’
aparecen mejor definidos a —0.277 V (30.8 nA) y 0.132 V (90 nA) respectivamente.

100 |
100
50
0
Z o
£ -100
—
-50
-200
100 |
-300 - lc
03 -02 01 0 01 02 03 0.8 0.4 0.2 0 0.2
E (V) vs Ag/AgClI

Figura 4.5. Voltamperogramas ciclicos de Ac-Ap(1-16)-Cu?* [1:0.25] a diferentes valores de pH y rangos de
potencial en 10 mM de buffer de fosfatos con 50 mM de Na,SO4 como electrolito soporte en atmosfera de Ar
y a una velocidad de barrido de 5 mV/s.
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El complejo acetilado, muestra un comportamiento voltamperométrico similar que
APB(1-16)-Cu®*, excepto que la tendencia se desplaza una unidad de pH, debido al
incremento del pKa con respecto al complejo no acetilado. A pH fisiologico (7.4), el modo
de coordinacién | predomina y presenta un E° = 0.060 V vs Ag/AgCl (0.283 V vs NHE),
con una separacion de picos (la y Ic) de aproximadamente 0.183 V lo que sugiere un
comportamiento cuasi-reversible cuya cinética de transferencia electronica es lenta. El
potencial se encuentra en el rango que se ha determinado para el modo | del complejo
APB(1-16)-Cu** (ver Tabla 4.1). Estos datos son consistentes con los resultados del estudio
espectroscopico, y con la nocion de que la acetilacion del péptido no impide la
coordinacion del metal y da lugar a un modo de coordinaciéon 1", de manera similar al
péptido no acetilado. A este pH, el pico Ic se ensancha y pierde definicidn, de tal manera
que cuando se alcanzan valores de pH entre 8.5 y 9.5 desaparece debido a que el modo de
coordinacion que predomina es el modo I1". Cabe recordar que el principal cambio en la
esfera de coordinacion del cobre, es la incorporacion de una amida desprotonada de la
cadena peptidica, lo cual se ve reflejado en ese pico de reduccién que aparece a un
potencial muy negativo (= —0.4 V), denominado Ilc con su correspondiente pico de
oxidacion lla. El potencial formal de reduccion para este par redox es —0.353 V vs
Ag/AgCI (-0.130 V vs NHE). Nuevamente, se observa que el potencial para el segundo
modo de coordinacion se desplaza aproximadamente 0.4 V respecto al primer modo de
coordinacion en el complejo Ac-Ap(1-16)-Cu?* (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Potenciales de reduccién determinados para ambos modos de
coordinacion en el complejo Ac-Ap(1-16)-Cu®*

Modo de S AVARVS
S E° (V) vs NHE
coordinacion Ag/AgCl
I 0.060 0.283
] —0.353 -0.130
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Por otro lado, a pH 8.5 y 9.5 se observan dos picos de oxidacion, indicando la
presencia de dos especies reducidas. De manera analoga a la asignacion realizada en el
complejo no acetlado, el pico mas intenso que aparece a potenciales mas negativos (11a)
corresponde a la oxidacion del complejo reducido del modo Il con geometria idéntica al no
acetilado mientras que el pico de menor intensidad a potenciales mas positivos (1a), se
asocia a la oxidacion del complejo reducido lineal (Figura 4.2), al igual que en el complejo
sin acetilar, se propone la existencia de dos especies de Cu* durante la reduccion del modo

Il (pico 1a").

En resumen, el estudio electroquimico de los complejos Ac-Ap(1-16)-Cu®" y Ac-
AB(1-16)-Cu” reflejan un comportamiento muy similar al observado con el péptido sin
acetilar, y confirman que la presencia de una o mas amidas desprotonadas en la esfera de
coordinacién del Cu®* desplazan el potencial a valores més negativos, lo cual esta en

concordancia con el valor de pKa determinado por espectroscopia.
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Conclusiones

La presente tesis se enfoco al estudio espectroscdpico y electroquimico de la union
del i6n Cu®* al péptido AB(1-16). A través de los resultados espectroscopicos se encontro
que el ion Cu?* puede unirse al fragmento AB(1-16), formando dos modos de coordinacion
(modo | y modo Il) que se encuentran en equilibrio y cuya proporcion es dependiente de la
concentracién de Cu?* y del pH. El pKa asociado al equilibrio entre estos dos modos de
coordinacion es 7.8. El péptido AB es producido en el espacio extracelular del tejido
neuronal, donde el pH es 7.4 y existen fluctuaciones en las concentraciones de Cu* y
protones durante la sinapsis. Por tanto, ambos modos de coordinacion son relevantes desde
el punto de vista fisioldgico, ya que podrian formarse en el espacio sinaptico.

El analisis espectroscépico aqui presentado ayudd a identificar las esferas de
coordinacién de los complejos AB(1-16)-Cu?*. Por un lado, se descart a la tirosina 10
como ligante para Cu?* en estos complejos, mientras que por otro lado se confirmé la
participacion del grupo amino terminal en la esfera de coordinacién del metal. Ambos
modos de coordinacion involucran la participacion de tres ligantes nitrégeno y uno de
oxigeno, con la participacion del grupo amino terminal y grupos imidazol de los residuos
de histidina. La diferencia mas sobresaliente entre los dos modos de coordinacion es el
reemplazo de una histidina por una amida desprotonada de la cadena peptidica en el modo
Il. Esta diferencia en las esferas de coordinacién es determinante en el comportamiento
redox de los complejos, ya que resulta en un ambiente quimico diferente que rodea al
centro metalico. La presencia de una amida desprotonada en la esfera de coordinacién logra
estabilizar més al i6n Cu®* que a la especie reducida, de tal forma que el potencial de
reduccion del modo Il estd desplazado a valores mas negativos (-0.153 V vs NHE), en

comparacion con el modo I (0.255 V vs NHE).

Considerando la presencia de agentes reductores y oxigeno en el espacio sinaptico
donde se encuentra el péptido B-amiloide, es factible que bajo estas condiciones el modo |
sea capaz de generar ROS y por lo tanto, contribuir al incremento del estrés oxidativo

descrito en la patologia del Alzheimer. En contraste, el modo Il tiene un potencial de
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reduccion tan negativo que, en condiciones fisioldgicas ningln agente reductor seria capaz
de reducirlo. Por tanto, el modo Il del complejo AB-Cu?* es una especie inerte desde el
punto de vista redox, ya que seria incapaz de generar especies reactivas de oxigeno en la

sinapsis.

Los cerebros de pacientes con Alzheimer padecen acidosis (pH = 6.7), lo cual
favoreceria el modo | de coordinacion y como consecuencia, el estrés oxidativo aumentaria.
Por tanto, se podria considerar como una estrategia terapéutica el incremento del pH para
favorecer la formacién del modo Il (inactivo redox) y de esta manera, actuar como un

mecanismo de proteccion para silenciar la actividad redox del modo 1.

Entender la naturaleza redox de los complejos B-amiloide-Cu que se forman en el
espacio extracelular, ayudara a entender el rol del cobre en la neuropatologia del cerebro
con Alzheimer. Este trabajo sienta las bases para el estudio del mecanismo de reduccion y
re-oxidacion con oxigeno del modo |, y representa una contribucion importante al campo de

la quimica bio-inorganica de la enfermedad de Alzheimer.
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Perspectivas

Con el objetivo de entender el mecanismo para la generacién de especies reactivas
de oxigeno, se propone realizar estudios por voltamperometria ciclica del modo | del
complejo AB(1-16)-Cu®* bajo una atmosfera de oxigeno para detectar la posible formacién

de especies reactivas de oxigeno.

Adicionalmente, realizar experimentos de espectroelectroquimica con la finalidad
de caracterizar por EPR los radicales formados in-situ. El uso de atrapadores de espin por

EPR puede resultar también una estrategia para caracterizar dichas especies.

Por otro parte, dado que se han encontrado diferentes fragmentos truncados en los
cerebros postmortem de pacientes con EA [pGlu AB(11-42), pGlu AB(3-40) y pGlu AB(3-
42), por mencionar algunos], es preciso estudiar su interaccion con el cobre desde el punto
de vista espectroscopico y electroquimico, para determinar su relevancia en el desarrollo de
EA.
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ANEXO






TECNICAS ESPECTROSCOPICAS UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO DE LA
INTERACCION AB-Cu®

La radiacion electromagnética tiene una componente eléctrica y una componente
magnética, y puede describirse como una onda que tiene propiedades de longitud de onda,
frecuencia, velocidad y amplitud. Las ondas electromagnéticas tienen diferentes
caracteristicas en funcion de su frecuencia, lo cual da origen al espectro electromagnético
(Figura 1). Cada una de éstas bandas puede ser utilizada para diferentes técnicas
espectroscopicas, como por ejemplo: las Microondas se utilizan en espectroscopia de
resonancia paramagnética electronica, Rayos X para cristalografia y espectroscopia de
absorcion de rayos X, Infrarrojo para estudiar vibraciones moleculares, Visible,

Ultravioleta, etc.*

10° 102 101 104 107 1010 1043 10716
Long.de l ] ] ] ] ] ] ]
onda (m) Radio Microondas IR uv RX
Espectro visible
Long.de
onda (hm)
700 400
menor mayor
Energia Energia

Figura 1. Espectro Electromagnético

Cabe destacar que las técnicas espectroscopicas han sido relevantes para el
entendimiento de la estructura electrénica, propiedades fisicas y la reactividad de diversos
compuestos, incluyendo sitios activos de interés bioldgico. En el area de quimica

bioinorganica, las técnicas de espectroscopia son herramientas invaluables debido a que
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proporcionan informacién de la geometria y de la estructura electrénica de los sistemas
bajo estudio.” * Las espectroscopias utilizadas en este trabajo para lograr la caracterizacion
de las transiciones electrénicas asociadas al complejo metal-proteina fueron: absorcion
electronica en la regién UV-Visible, dicroismo circular (CD) y resonancia paramagnética
electrénica (EPR).

Antes de describir las diferentes técnicas espectroscopicas empleadas, es necesario
tener en mente que dentro de la teoria de acidos y bases duras y blandas, el i6n Cu®* tiene
propiedades de un 4cido de dureza intermedia,* por lo tanto, la quimica de coordinacién de
este ion est4 favorecida por atomos donadores tales como los atomos de N, O y S.> En el
caso de la interaccién de Cu®* con el fragmento AB(1-16), los enlaces de coordinacion se
pueden formar a través de interacciones con los atomos de N de los residuos de las
histidinas (His), del grupo amino terminal (NH,-terminal), de las amidas desprotonadas de
la cadena peptidica (N™) o a través de los oxigenos de los grupos carbonilo o carboxilato de

la cadena peptidica.®

Cuando un metal de transicién es coordinado por un conjunto de ligantes, los
orbitales d del metal se desdoblan en energia como resultado de su interaccion con los
orbitales del(os) ligante(s) (Figura 2). La intensidad y las respectivas energias asociadas a
las transiciones electrénicas de un complejo, dependen de la geometria que adopte el

complejo y de la fuerza de las interacciones entre el metal y los ligantes.’

Los orbitales d de un metal que poseen menos de diez electrones, como es el caso
del i6n Cu?* que posee nueve electrones en su capa de valencia (d°), presenta dos tipos de
transiciones electronicas pueden tener lugar: las transiciones electrénicas que involucran
orbitales d del metal se denominan transiciones d-d o de campo ligando, y transiciones
electronicas que involucren orbitales moleculares con carécter del ligando, denominadas
bandas de transferencia electronica del ligando al metal (LMCT, Ligand to Metal Charge
Transfer). Normalmente, las transiciones de campo ligando ocurren a energias mas bajas
que las transiciones tipo LMCT y son de menor intensidad por tratarse de transiciones
prohibidas por dipolo eléctrico. En contraste, las transiciones LMCT generalmente son
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permitidas por dipolo eléctrico y tienden a ser mas intensas en el espectro de absorcion
electrénica. Sin embargo, ambos tipos de transiciones pueden ser detectados y analizadas
por absorcion electronica y CD en la region UV-Visible del espectro electromagnético,
dado que los centros metalicos encontrados en las proteinas, por lo general son centros de
baja simetria, lo que les permite absorber diferencialmente la luz circularmente polarizada a
la derecha y a la izquierda. Finalmente, para proteinas con centros metélicos
paramagneticos, es decir, que el i6n metalico que se enlaza a la proteina bajo estudio (AP)
posee uno mas electrones desapareados (1), dicho complejo puede ser estudiado por EPR,
debido a que es una herramienta poderosa que provee informacién sobre el ambiente
quimico alrededor del electron desapareado, puesto que correlaciona la estructura

electrénica y la geometria. >’

‘—.l.il.!

d-d

——p—
—— ———
—p—

I

Metal
LMCT

— e ——

Ligante

Figura 2. Esquema del diagrama de orbitales moleculares de un complejo metal-proteina. Las posibles
transiciones d-d son representadas por las flechas discontinuas, mientras que las transiciones de transferencia
de carga del tipo LMCT esté representada por la flecha continua. Figura tomada de la Ref. ’
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1.1. Absorcién electronica en la region UV-Visible

La espectroscopia de Absorcidn Electrénica en la region UV-Visible es la técnica
mas utilizada debido a su sencillez y su bajo costo. Consiste en incidir un haz de luz sobre
una muestra y medir con un detector la luz que fue transmitida (no absorbida) por el
contenido de la muestra. Si el analito presenta transiciones electronicas permitidas por
dipolo eléctrico, éste absorbera la luz con la energia correspondiente a dicha transicion,

causando que la molécula pase de su estado basal (menor energia, ¥g) a un estado excitado

(mayor energia, ¥%%).
(¥ — %)
El tiempo de vida media de los estados electrénicos excitados es muy corto (1078

s)® y la energia absorbida por la muestra se grafica como funcién de la longitud de onda

como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Representacion de una transicion electrénica que pasa del estado basal ( ¥;) al estado excitado
(%) generando un espectro de absorcion electrénica en el regién UV-Vis. Figura tomada de la Ref.’

Una transicion electronica esta expresada por el operador de momento de transicion

M, el cual va a ser determinado por el dipolo eléctrico de tal manera, que la fuerza del
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oscilador (fos, area bajo la curva) asociada a una transicion electronica depende de la
integral:

J \Ilg A’Zelectn'c dipolelPe dr (l)

Existen ciertas reglas que establecen bajo qué condiciones dicha integral es
diferente de cero y por tanto que una transicion dada sea permitida y observada en esta

espectroscopia:

- Sies# 0, latransicion es permitida por dipolo eléctrico y por lo tanto, seréd
observada en el espectro de absorcion con gran intensidad.

- Sies =0, latransicion ser& prohibida por dipolo eléctrico.

Sin embargo, esto no implica necesariamente que una transicion no pueda ser
observada (con muy baja intensidad respecto a las transiciones que si son permitidas), ya
que una transicién prohibida por dipolo eléctrico puede ganar intensidad por otros

mecanismos, tales como acoplamiento espin-orbita y acoplamiento vibrénico.* *°

Ademas, debe recordarse que una transicion puede ser permitida cuando se

satisfagan las siguientes condiciones:

- Solo un electréon puede estar implicado en la transicion.

- No se pueden modificar las orientaciones relativas de los espines de un
complejo (AS = 0), es decir, unicamente pueden ser permitidas las
transiciones que ocurran entre estados con la misma multiplicidad.

- Las Unicas transiciones permitidas en sistemas centrosimétricos, son
aquellas en las que hay un cambio de paridad (Regla de Laporté): g — u.
Por lo tanto, estaran prohibidas las transiciones entre los orbitales:

s—s, p—p, d—d,s—d

Experimentalmente, una banda de absorcion es caracterizada por su coeficiente de

extincion molar (e, en M™cm™), que relaciona la intensidad de la absorcién (a una
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determinada longitud de onda) con la concentracion de la muestra y la longitud de la
trayectoria de la radiacion: Ley de Lambert-Beer:

A=¢Cl )

Donde: A = Absorcion, C = concentracion de la muestra (M) y | = longitud del paso 6ptico

(cm).

Cabe mencionar, que el € depende de la longitud de onda a la cual se determina el
punto maximo de absorcién de la banda (punto en el que tiene lugar la transicion del estado

basal al estado excitado). Y finalmente, se obtiene la representacion de la Figura 3.

Enfocandonos en el estudio de complejos metal-proteina, se sabe que se pueden
generar dos tipos de transiciones: de campo ligando o bandas d-d y bandas de transferencia
de carga. En dichos complejos, se generan transiciones d-d, las cuales usualmente son
prohibidas por dipolo eléctrico y se observan a bajas energias (cm™) por lo que
generalmente son bandas de muy baja intensidad o incluso no llegan a ser observadas. Los
¢ de estas bandas son < 200 M™cm™. Por otro lado, las bandas de transferencia de carga, al
ser transiciones permitidas por dipolo eléctrico, van a ser bandas de gran intensidad,
exhibiendo &> 1000 M*cm™.°

Debido a esta situacion, se debe utilizar otras técnicas que nos permitan caracterizar

las bandas de baja intensidad, tal es el caso del dicroismo circular.

1.2. Dicroismo Circular

El dicroismo circular (CD, por sus siglas en inglés) ha sido cominmente utilizado
en la regién UV-lejano (190-230 nm) para estudiar la estructura secundaria de las proteinas.
Sin embargo, también ha sido usado en la regién Visible para estudiar iones metalicos en

un ambiente quiral, tal como lo es el caso de los complejos metal-proteina.’’ La
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espectroscopia de CD permite resolver las transiciones electronicas que no son detectadas
por la espectroscopia de absorcion clasica explicada anteriormente.

Dentro de las ventajas que ofrece esta técnica son: requiere bajas concentraciones de
muestra, permite estudiar un amplio rango de variables (pH, temperatura, concentracion).
Ademaés, permite obtener una alta reproducibilidad de los cambios que se dan en los
complejos metal-ligando conforme se van desarrollando los experimentos y puede ser
combinada con otras técnicas en “tiempo real”.*?

La espectroscopia de CD, se origina de la actividad dptica que poseen las moléculas
y utiliza luz circularmente polarizada: a la derecha (right, R) y a la izquierda (left, L),
ambos componentes son de la misma magnitud. Cuando un haz de luz circularmente
polarizado es incidido sobre una muestra épticamente activa, los centros quirales de las
moléculas presentes en la muestra absorberan cada componente de luz de manera diferente.
Por lo tanto, la cantidad de luz absorbida hacia la derecha (eg) sera diferente a la absorbida
hacia la izquierda () y dicha desigualdad de absorcion estara relacionada a una transicion
electrénica y serd mostrada como una elipse.™® Asi, una sefial observada en un espectro de

CD, estara dada por:
A4 = A|_ — AR (3)
Muchos equipos de CD (mejor conocidos como espectropolarimetros), reportan en
términos de elepticidad (6 = 32.98 AA) en grados. Asi, la elepticidad relaciona la
concentracion molar (C) de la molécula quiral absorbente y la diferencia en el coeficiente

de extincién molar para los componentes Ly R (de = & - & en M™*cm™) a través de la

siguiente ecuacion:**

0=3298 ACl  (4)

* Donde | es la longitud del paso oOptico.
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Al igual que en la espectroscopia en la region UV-Visible, esta espectroscopia esta

dominada por un operador del momento de transicion, el cual estd conformado por el

dipolo eléctrico ( M dgipolo eléctrico) Y €l dipolo magnético ( M gipoto magnetico)- EI parametro que
relaciona el area integrada bajo la curva y una sefial de CD es la fuerza rotacional (R), la

cual depende de las siguientes integrales’
J \Pg Melectﬁc dipole\Pe dTJ \I{g Mmagnetic dipole\Pe dr (5)

Asi, si ambas integrales que conforman la ecuacién (5):

- Son # 0, la transicidon serd permitida tanto por dipolo eléctrico como por
dipolo magnético, y se observara con una gran intensidad en el espectro de
CD.

Cabe hacer hincapié que cuando una transicién esta prohibida por alguno de los dos
dipolos (eléctrico o magnético) puede ganar intensidad por diferentes mecanismos y
finalmente ser observada en el espectro de CD.'°(Para mayor informacién, revisar las

referencias * %)

Como se menciond anteriormente, en absorcion electronica no es posible diferenciar
bandas superpuestas, sin embargo por CD dado que las transiciones electronicas observadas
pueden ser positivas 0 negativas dependiendo de la diferencia A¢ = g - &, pueden ser
facilmente separadas y distinguibles en el espectro. En la Figura 4, se muestra la

comparacion de un espectro de absorcion y uno de CD.
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Figura 4. Representacion de dos transiciones electrénicas cercanas en energia, las cuales producen dos
bandas superpuestas en el espectro de absorcion (arriba, 1 y 2). La deconvolucién de ambas Gaussianas en el
espectro de CD (abajo, 1 y 2) se facilita dado que para la transicion 1 el Ae es (), mientras que para la
transicion 2 el Ac es (+). Figura tomada de la Ref.’

NOTA:

La ecuacion de Planck relaciona a la energia con el inverso de la longitud de onda (E = hc/A donde: h es la
constante de Planck, ¢ es la velocidad de la luz y A es la longitud de onda). Dicha ecuacion considera que la
energia en una onda electromagnética de longitud A que se transmite a través de paquetes discretos o fotones
con energia Unica y fija, E."* Por lo anterior, en el campo de espectroscopia se suele utilizar los cm™ como una
unidad de energia. Por ejemplo 1 cm™ corresponde a 1.24 x 10™ eV.'® Esta es la energia que un fotén
asociado a una longitud de onda de un cm poseeria. Por otro lado, el nimero de onda es una magnitud de
frecuencia que indica cuantos ciclos de una onda caben en una distancia determinada (por ejemplo un cm), de
tal forma que lo que nos esta indicando es el nimero equivalente de fotones asociados con una longitud de
onda de 1 cm y por lo tanto la energia del foton asociado con ese nimero de onda (v), seria el equivalente al
nimero de veces que cabe esa onda en la distancia de referencia por la energia del fotén de referencia. Por
ejemplo, si hay 20 ciclos en un cm, entonces la energia del foton asociado sera 20 cm™ , que equivaldria a 20
x 1.24 x 10 eV."” Adicionalmente, los espectros de metaloproteinas se suelen graficar en cm™, dado que las
bandas d-d ganan resolucion.
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1.3. Resonancia Paramagnética Electronica

La resonancia paramagnética electronica (EPR, por sus siglas en inglés) o
resonancia de spin electrénico (ESR), es una técnica espectroscopica que ha sido utilizada
por méas de 50 afios para el estudio de diversos sistemas paramagnéticos,™® ya que gracias a
su caracter no destructivo y a su alta versatilidad es el complemento ideal de otros métodos
de analisis, permitiendo obtener valiosa informacién estructural y dindmica de moléculas
que presentan uno o mas electrones desapareados. Las aplicaciones de esta técnica son
variados, ya que se emplea en diversas areas del conocimiento, tales como son la Quimica,

Fisica, Ciencias de los materiales, Biologia, entre otras.

El EPR es una técnica muy sensible, que permite detectar especies paramagnéticas a
concentraciones muy bajas (10 M), lo que ha permitido el estudio detallado sobre la
estructura de los sitios de coordinacion a iones metalicos paramagnéticos (principalmente
Cu?) en un gran nimero de proteinas, incluyendo aquellas que han sido asociadas a

enfermedades del sistema nervioso central.” *°

El sistema mas simple para ser estudiado por EPR consiste de un solo electrén
desapareado, el cual puede estar en cualquiera de sus estados cuanticos ms = £1/2. En la
ausencia de un campo magnético, estos dos estados son degenerados, es decir, tienen la
misma energia. Por el contrario, cuando un campo magnético externo es aplicado y se da la
interaccién de éste con el spin electrénico, se produce el desdoblamiento de cada subnivel
de spin. A dicho desdoblamiento se le conoce como efecto Zeeman (Figura 5). Es
importante recordar que la energia relativa de cada subnivel ms depende de la magnitud del

campo magnético aplicado a la muestra (H).’

E=msgpH ©)

Donde:
/S es el magneton de Bohr (4.6686 x 10-5 cm™/G)
g es el factor g o valor g que determina la magnitud del desdoblamiento electrénico
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H es el campo magnético

ms es el subnivel de spin

*Nota: Se sabe que para un electron libre en el vacio g = 2.00231930436153
(incertidumbre de 0.00000000000053).%°

A diferencia de la resonancia magnética nuclear (NMR), donde los experimentos de
onda continua (CW) han sido reemplazados por métodos de pulsos, los experimentos de
EPR de CW son los méas usados y consisten en colocar una muestra dentro de una cavidad,
la cual es irradiada con microondas a una frecuencia fija (v), mientras que se barre el
campo magnético externo.’’ Una vez que la diferencia de energia del desdoblamiento
Zeeman entre los dos subniveles de espin sea igual a la energia de microonda fija (hv), la
condicion de resonancia (Ec. 6) tendrd lugar y por tanto, ocurrird la absorcion de

microondas v la sefial de EPR seré detectada.?

AE =gPpH =h (6)

Las transiciones de los electrones del estado basal al estado excitado se observan
como la absorcién de una parte de la intensidad de microondas y dado que estas
absorciones son bastante amplias, los espectros se reportan como la primera derivada
(dA/dH) para aumentar la resolucién de la sefial. Lo que implica que el campo magnético al
cual la condicion de resonancia es alcanzada, corresponde al punto donde dA/dH =0, y la

distancia pico-pico corresponde al ancho de la sefial.’
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Figura 5. Efecto Zeeman y experimento de EPR de un sistema simple con un spin =1/2. Los subniveles de
spin ms= £1/2 son desdoblados en energia por efecto de la aplicacién de un campo magnético (H). Cuando su
desdoblamiento energético (gBH) es igual a la energia de la microonda (hv), la absorcion de las microondas es
observada. Finalmente, el espectro de EPR es reportado como la primera derivada de la absorcion de la
microonda en funcién del campo magnético (dA/dH). Figura adaptada de la Ref.

El valor g de cada especie paramagnética, se puede determinar a partir del campo
magnético en el que se observa la sefial de EPR a través de la Ec. 6. El factor g es
indicativo del ambiente quimico alrededor del spin electrénico. Para moléculas cuyo spin =
Y (ej. radicales libres) el valor de g = 2.0023; sin embargo, para iones metalicos con un
electron desapareado dicho valor puede ser ligeramente diferente de 2, debido al
acoplamiento espin-orbita. Por el contrario, para complejos de metales de transicién con

espin > %4, el valor g puede variar grandemente.

El valor de g depende del ambiente quimico alrededor del electrén desapareado, asi,
la magnitud del desdoblamiento Zeeman dependera de la orientacion de las moléculas
respecto al campo magnético externo. Por lo tanto, el factor g, es un parametro dependiente
de la orientacién y su anisotropia depende del ambiente quimico alrededor del electrén

desapareado.®
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De acuerdo a las orientaciones relativas de las moléculas, podemos encontrar
simetrias anisotropicas rombica o axial. La primera, tiene lugar cuando las direcciones de
los ejes x, y, z son diferentes y por lo tanto los valores para el factor g seran: g, # gy # Ox.
Por el contrario, cuando gx y gy son iguales y g, es diferente, tenemos la simetria axial
(Figura 6). Cuando las orientaciones de una molécula con respecto al campo magnético
externo no pueden ser controladas, como sucede en el caso de soluciones congeladas, se
observa una distribucién de absorciones de microondas a través de un rango de valores de
campo magnético, los cuales corresponden al rango de g, a gy a gx. Se emplea la primera

derivada, ya que usualmente permite resolver las tres diferentes sefiales asociadas al valor
7

g.
AXIAL ROMEBICO

zEX=y ZFEXFY

Hllx
a.pH = hv

Hl=z 7
g_BH = hv Hil y /

g,BH=hv

p
=

dA/dH
dA/dH

campo (H) campo (H)

Figura 6. Anisotropia de los valores g de un complejo Axial (gz > gy = gx) y rombico (gz> gy> gx). Figura
tomada de la Ref. ’
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Para un complejo axial (gz > gy = gx), el espectro de absorcién de microondas
presenta una distribucion de absorciones que van desde la condicion de resonancia (gBH =
hv) cuando ¢l campo magnético es paralelo a z hasta la condicion de resonancia para
cuando el campo magnético es perpendicular a z, incluyendo todas las orientaciones
posibles. Cabe destacar que por lo antes sefialado g, también es llamado g y gy = Ox
como gl, en el caso de moléculas axiales. Por lo tanto, el espectro de EPR (dA/dH)
mostrara dos sefiales asociadas a los valores de gj y gL. De igual manera, para un complejo
con simetria rombica (9, > gy > 0x), la distribucion de absorciones incluira las tres
condiciones de resonancia, y como consecuencia dara un espectro con tres sefiales. (Figura
6) 21

Por otro lado, un espin nuclear (1) cercano a un electrén desapareado da lugar a un
desdoblamiento hiperfino originando 21 +1 sefiales. La magnitud de la interaccion hiperfina
con ncleos aledafios (N) esta dado por la constante de acoplamiento hiperfino (NA) y la
anisotropia. Por ejemplo, varios iones metalicos de transicion tienen espines nucleares que
se acoplan con el electron desapareado, tal es el caso del ién Cu?* posee un espin nuclear de
3/2 y va a dar lugar a un desdoblamiento hiperfino de cuatro sefiales.” ** (Figura 7).

On

dA/dH

campo (H)

Figura 7. Espectro de EPR de un complejo axial de Cu®*. La interaccion hiperfina del electron desapareado
con el spin nuclear de ®*Cu y ®*Cu (I = 3/2) conduce al desdoblamiento de cuatro sefiales.
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En conjunto, los valores de g y A proporcionan informacién sobre la geometria del
complejo metal-proteina asi como la naturaleza de los ligantes. En el caso de un complejo
Cu?*-proteina, tienen valores de g| Y A| que son muy sensibles a la naturaleza de los
ligantes en posicion ecuatorial, y de esa forma se conoce la esfera de coordinacion

alrededor del centro metalico.?

Una manera cualitativa de conocer la esfera de coordinacion de un sitio de enlace de
Cu?*, es a través del grafico de Peisach-Blumberg que se desarroll en 1974, el cual
correlaciona los valores de g y A en funcion de diferentes ligantes con atomos conocidos
como aparecen en la Figura 8.2 A pesar de que esta correlacién o método de determinacién
del ambiente quimico alrededor del Cu®* esta justificada por las teorfas de campo ligando y
cristalino, tiene algunas limitaciones, tales como el traslapamiento de las regiones para
diferentes modos de coordinacion, los efectos de la distorsién de la geometria cuadrada
plana hacia la tetraédrica.

A” {)(1 04Cm‘1 ]
250

200 ~

150 -

100 . 1N30 40

50 -

0 1 1 I I
2 21 2.2 2.3 2.4 2.5
g

Figura 8. Gréfica de correlacién Peisach-Blumberg. Figura tomada de la Ref. °
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ANEXO






DEDUCCION DE ECUACIONES PARA LA DETERMINACION DE pKa

2.1. Deduccioén de la ecuacién 3.1

A2B+H*
Donde:

A = especie a bajo pH

B = especie a alto pH

[H*][B]
Ka

B Kal[A]

 [HY]

[Péptido]total = [A] + [B]

Expresando la concentracidn total de péptido en términos de [B]:

H*][B
[Péptido]total = [ K]a[ ] + [B]
[Péptido]iorar = [H+][BJ],(Z KalB]
Ht K
(Péptidolo = (81
Despejando:
[B] Ka

[Péptido]total [H+] + Ka

Esta ecuacion da el porcentaje de especies a alto pH, siendo B la especie desprotonada.

Expresando la concentracién total de péptido en términos de [A]:
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Kal[A]
[H*]

[Péptido]total = [A] +

[AI[H™] + Ka[A]

[Péptido],ora = [H*]
H*]+K
[Péptido]eorar = [A] {[[I]V%}
n [H*]

[Péptido]iorar  [H*] + Ka

Esta ecuacion da el porcentaje de especies a bajo pH, siendo A la especie protonada.

Introduciendo la intensidad Y y sustituyendo:

[A] ; [B]
Péptidoliorar  © [Péptido)ioral

[H*] ka

Y=g —— e
“TH T+ Ka T BTH] + ka

glHT] + gKa
[HY] + Ka

Y =

Finalmente, se obtiene la ecuacion 3.1

Agbajo pH [H+] + Agalto pHKa

A =
cobs Ka + [H*]

Donde:

Agyps €s la intensidad de la sefial de CD observada a cualquier pH, K, es la constante de
equilibrio asociada al equilibrio de protonacién del complejo péptido-Cu?*, AébajopH €S la
intensidad de la sefial de CD asociada a la forma protonada del complejo y Agaiopn €S la

intensidad de la sefial de CD asociada a su forma desprotonada.
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2.2. Deduccion de la ecuacién 3.2

Para la determinacion de 2 valores de pKa tenemos:

A2 B+H'

B2 C+H'

Donde:
A = especie a bajo pH
B = especie a alto pH
C = especie a mas alto pH
Los equilibrios se pueden expresar como:
A2 B+H"

[B][H™]
[A]

_ Ka, [A]

~ [H*]

Ka1 =

[B]
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Considerando que [Péptido];otar = [A] + [B] + [C]

Expresando la concentracion total de péptido en términos de [A]:

Ka,[A] Ka, Ka,[A]
[H*] ~ [H*] [H*]
Ka,[A] N Ka,Ka,[A]
[H*] [H*]?
[A][H*]? + Ka,[A][H] + Ka,Ka, [A]
[H*]?

[Péptido]total = [A] +

[Péptido]total = [A] +

[Péptido] total =

[H*]? + Ka,[H*] + Ka,Ka,
[H*]? }

[Péptido]iora = [A]{

[4] [H*]?

[Péptidoliotar [HT]? + Kay[H*] + Ka,Ka,

Esta Gltima ecuacion da el porcentaje de la especie protonada.

Expresando la concentracidn total de péptido en términos de [B]:

B][H* Ka,[B
[Péptido]epras = % + 15+ oA
s _ [BI[H*]? + [B][H*]Ka, + Ka,Ka,4[B]
[Peptldo]total - Ka1 [H+]
- _[BI{[H*]? + [H*]Ka, + Ka;Ka,}
[Peptldo]total - Ka1 [H+]
o B [H*]? + [H*]Ka, + Ka,Ka,
Péptidol = (5] {1 LT K2}
_ [Péptido]total
[B] = {[H+]2 + [H*]Ka, + KazKal}
Ka,[H*]
[B] B 1
[Péptido],prar {[HJf]2 + [H*]Ka, + KazKal}
Ka [H*]
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[B] {[H+]2 + [H¥]Ka, + KazKal}_l

[Péptidoliorar Ka,[H*]

[B] _ Ka,[H"]

[Péptidoliorar [HT]? + [H']Ka, + Ka,Ka,

Esta Gltima ecuacion da el porcentaje de la primera especie desprotonada.

Finalmente, expresando la concentracion total de péptido en términos de [C]:

HY][C][H* Cl[H*
[Péptido]iorar = [Kal] [ 1]{[a2 ] + [ I]([az ] + [C]

ClI[H*]* [C][H*
[Péptido]iora = [Ki[ll{a]z + [ I]([az ] +[C]

[CIIH*]? + Kay [CI[H*] + Ka,Kay[C]

Pénptid =
[ epti O]total KalKaz
o [H*]? + Ka,[H*] + Ka,Ka,
[Péptido]iora = [C]{ Ka,Ka,
[C] B 1
[Péptido],pe [HY]? + Kay[H*] + Ka;Ka,
Ka.Ka,
[C] KalKaz

[Péptidoliotar [HT)? + Kay[H*] + Ka,Ka,

Esta Gltima ecuacion da el porcentaje de la segunda especie desprotonada.

Introduciendo la intensidad Y

[A] [B] [C]

=& T + € .- & .-
4 [Peptldo]total 5 [Peptldo]total ¢ [Peptldo]total

Sustituyendo:

[H*]? e Ka,[H"]
[H*]? + Ka,[H*] + Ka,Ka, = P[H*]? + [H*]Ka, + Ka,Ka,

YZSA

Ka,Ka,

+ ¢
“[H*]? + Ka,[H*] + Ka,Ka,
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ga[HY)? + egKa [HY] + ecKa,Ka,

Y =
[H*]? + Ka,[H*] + Ka,Ka,

Finalmente, se obtienen la ecuacion 3.2:

y _ A& 2[H*] + AeyKa [HT] + AesKayKa,
Gobs = 2[H*] + Ka,[H*] + Ka,Ka,

Donde:

Aggps es la intensidad de la sefal de CD observada a cualquier pH, Ka; y Ka, son las
constantes de equilibrio asociadas a los dos estados de protonacion del complejo péptido-
Cu? y Ag;, Agy y Ags son las intensidades de las sefiales de CD de las tres diferentes

especies con diferentes estados de protonacion.
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ABSTRACT: Copper (Cu)—amyloid  (Af}) interactions
play a role in the etiology of Alzheimer’s disease. This
work presents a spectroscopic and electrochemical study of
two physiologically relevant A—Cu" complexes, as a
function of pH and relative Cu—Af(1—16) concentrations.
Our results reveal that these coordination modes display
distinct redox behaviors and provide experimental
evidence for the existence of an intermediate Cu' species.
A mechanism for the redox cycling of these complexes is
proposed, providing further insight into the redox
relevance of Af—Cu interactions.

Izheimer’s disease (AD) is the most common neuro-

degenerative disorder in the world. One of the hallmarks of
AD is the presence of extracellular deposits of amyloid f (Af)
peptides," while a high concentration of metal ions such as
copper (Cu), zinc (Zn), and iron (Fe) is found in senile plaques.”
Moreover, the interaction of A with redox-active metal ions
such as Cu”/" and Fe™™ is proposed to play a key role in the
production of reactive oxygen species (ROS) and neuronal
damage.®> The potential role of metal—Af interactions in the
etiology of AD has sparked numerous studies on the
coordination chemistry of Af in the past decade.* On the basis
of these studies two different coordination modes that are
relevant at physiological pH have been structurally characterized,
namely, modes I and II (Figure 1A). Mode I predominates at low
pH (~6.7), whereas increasing the pH (~82) favors the
formation of mode II. The coordination sphere for mode I
involves two His residues at positions 6 and 13 or 14, the N-
terminal group and an oxygen-based ligand. Mode II involves a
deprotonated amide group (N7) that replaces one of the His
ligands, while the oxygen-based ligand is assigned to the
backbone carbonyl group of Ala2.

The changes in the coordination sphere of Cu" associated with
the conversion of mode I to mode II would imply changes in the
redox properties of the Cu—Af complex, yet information about
how the redox potential of the Cu—Af complexes changes as a
function of pH is still lacking. This study presents a spectroscopic
and electrochemical characterization of Cu—Af complexes as a
function of the pH. We find that these two coordination modes
display distinct redox behaviors that reflect the different nature of
their coordination spheres.

A titration of AB(1—16) with Cu" at pH 7.5, followed by
electronic absorption, circular dichroism (CD), and electron
paramagnetic resonance (EPR) shows the presence of two

-4 ACS Publications  ©2014 American Chemical Society
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Figure 1. Structural models for Cu"—AB(1—16) complexes at
physiological pH (A). pH titrations of the Cu" complexes with
AB(1-16) (B) and Ac—AS(1—16) (D) at 0.5 mM with 0.7 equiv of Cu
in 100 mM NEM with 100 mM NaCl, as followed by CD: pH 6.0 (light-
blue lines) to pH 10.5 (dark-blue lines). pK, values associated with CD
changes at 31000 cm™ for Cu—Af(1-16) (purple) and Cu—Ac—
Ap(1-16) (light blue) (C).

distinct species that correspond to coordination modes I and II
(Figures S1 and S2 in the Supporting Information, SI). Our
results indicate that the relative proportion of modes I and II is
highly dependent on the Cu to Af(1—16) ratio. Upon the
addition of a second Cu equivalent, modification of the EPR
spectrum is in line with an increase of the mode II concentration
(Figure S2 in the SI), consistent with an earlier study.6
Titration of the AB(1—16)—Cu" complex by the pH, followed
by CD (Figure 1B) and EPR (Figure S3A in the SI) shows that
deprotonation drives the conversion of mode I, with a negative
ligand-field signal at 17300 cm™" and EPR parameters g, = 2.27
and A, = 180 X 10™* cm™, into mode II, with g, = 2.23 and A, =
157 X 10™* em™, distinct d—d transitions at 15300 and 20000
cm™, and an intense ligand-to-metal charge-transfer (LMCT)
band at 31900 cm™ (313 nm), associated with an amide N™-to-
Cu" transition. A pK, of 7.78 is associated with this conversion
(Figure 1C), consistent with previous reports.” A similar effect is
observed for the acetylated form of the complex, Ac—AS(1—
16)—Cu", because its CD and EPR features change drastically
from pH 7 to 9.5, with a pK, of 8.75 (Figures 1C,D and S3B in the
SI). Namely, mode I’ (with positive ligand-field transitions at
15600 and 17800 cm ™' and EPR parameters g, = 2.27 and A, =
183 X 107" cm™) turns into a species with distinct d—d
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transitions at 15600 and 20000 cm™" and an amide N™-to-Cu"
LMCT band at 31600 cm™" (316 nm), while the EPR spectrum
indicates the presence of two different coordination modes
(Figure S3B in the SI). Although the pK, values and coordination
models for the acetylated complex are different from those of the
ApB(1-16)—Cu" complex shown in Figure 1A (see Note 1 in the
SI), their comparison is useful to interpret their electrochemical
behavior, particularly because in both cases deprotonated amide
groups participate in the coordination sphere of copper at pH
values higher than their respective pK,’s [7.78 for A(1-16)—
Cu' and 8.75 for the acetylated complex].

Figure 2A shows the cyclic voltammetry (CV) of the AS(1—
16)—Cu" complex at different pH values, at a Cu to peptide ratio
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Figure 2. CV of Cu"™-Af(1-16) (A and B) and Cu"-Ac-AB(1-16) (C
and D) complexes at different pH values and potential ranges. The
peptide concentration was 0.4 mM with 0.1 mM Cu" in 10 mM
phosphate buffer with 50 mM Na,SO, as the supporting electrolyte.
Scan rate: SmV s~

of 0.25:1. Under these conditions, coordination mode I is
prevalent at pH 6.5, where a cathodic peak (Ic) is observed at a
potential of approximately —0.076 V, associated with the
reduction of the complex, and an anodic peak (Ia) is observed
at ~#+0.140 V, associated with the oxidation of the complex. This
quasi-reversible behavior with a large anodic-to-cathodic peak
difference suggests slow electron-transfer kinetics. Still, a formal
potential of 0.032 V vs Ag/AgCl (0.255 V vs normal hydrogen
electrode, NHE) can be determined for this reaction. This value
is consistent with previous reports ranging from 0.28 to 0.30 V vs
NHE (Table S1 in the SI)." At higher pH values, the current
intensities associated with peaks Ic and Ia decrease, while no
current is recorded at pH 8.5 (green trace in Figure 2A). CV
recorded in a wider range of potential clearly shows the presence
of new cathodic and anodic peaks at pH 8.5 (Ilc and Ila; green
trace in Figure 2B), where coordination mode II is prevalent.
These peaks are significantly shifted to more negative potentials,
compared to those associated with coordination mode I observed
at lower pH values. The formal potential for coordination mode
I1is —0.376 V vs Ag/AgCl (—0.153 V vs NHE). Thus, the formal
potential associated with the reduction and oxidation of the
ApB(1-16)—Cu" complex shifts to more negative values by ~400
mV upon conversion of mode I into mode II. Such a large shift is
consistent with having an amide N~ as a ligand for Cu" in mode II
(Figure 1A), as observed in other Cu"—peptide systems, such as
Cu complexes in the octarepeat region of the human prion
protein.” Certainly, a negatively charged hard ligand, such as a
deprotonated amide, would provide further stabilization of the

Cu" redox state of the complex, thus lowering its reduction
potential.

CV of the Ac—AB(1—16)—Cu" complex at different pH values
with a Cu—peptide ratio of 0.25:1 shows a similar behavior,
except the trend is shifted by approximately one pH unit because
of the shift in the pK, of the complex. At pH 7.4, coordination
mode I’ is prevalent, and the cathodic (Ic) and anodic (Ia) peaks
are observed with an associated formal potential of 0.060 V vs
Ag/AgCl (0.283 Vvs NHE; Figure 2C). At higher pH values, the
intensities of peaks Ic and Ia decrease, while no current is
recorded at pH 9.5 (orange trace in Figure 2C), where
coordination modes with deprotonated amide groups are
prevalent (see Note 1 in the SI). CV recorded in a wider range
(orange trace in Figure 2D) leads to the measurement of a formal
potential of —0.353 V vs Ag/AgCl (—0.130 V vs NHE). Again,
similar to that observed for Cu"—=AB(1—16), a decrease of ~400
mV is observed upon an increase of the pH, with the
concominant introduction of a deprotonated amide group in
the Cu" coordination sphere.

It should be noted that this trend in the reduction potential has
been predicted recently by a theoretical study.'® Ali-Torres et al.
calculated the reduction potentials for models of coordination
modes I and II. A potential of 0.28 V was calculated for mode I,
while their prediction for the reduction potential of mode II is
—0.37 to —0.81 V. The authors associate the large shift in the
formal potential to the presence of a negatively charged
equatorial ligand that stabilizes the Cu" redox state. Moreover,
it is important to consider that a Cu—N bond that arises from
coordination to an amide N™ is a highly covalent bond, as
demonstrated by electronic structure calculations of Cu''—prion
complexes."" Thus, our electrochemical results are consistent
with the coordination models for Cu"~AB(1—16) shown in
Figure 1A and with the theoretical predictions of Ali-Torres et al.,
while they also underscore the conclusion that a negatively
charged hard ligand, such as a deprotonated amide group, would
provide strong stabilization of the Cu" redox state of the
complex.

Figure 3 shows a scheme for the redox cycling of the two
physiologically relevant coordination modes of A3(1—16)—Cu'".
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Figure 3. Mechanism for redox cycling of the Cu—Af complex.'

The reduced form of this complex has been characterized only at
pH ~ 7 by X-ray absorption spectroscopy and NMR, finding that
Cu' binds to two His residues in a linear fashion, preferentially
using His13 and His14, although the presence of Cu' complexes
with combinations of His6 with His13 or Hisl4 cannot be
excluded."” The large structural changes associated with the
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reduction of both coordination modes imply a large reorganiza-
tion energy, explaining the observed quasi-reversible behavior
and slow electron-transfer kinetics.'> In fact, in the cases where
coordination mode II is prevalent (green trace in Figure 2B and
orange trace in Figure 2D), the reoxidation process displays two
anodic peaks: the most intense current is registered at peak Ila,
associated with the reoxidation of mode II, while a small current
is observed at peak Ia’, a potential normally associated with
reoxidation of mode I This unusual behavior suggests the
existence of two different forms of Cu' complexes upon the
reduction of mode II, which can be detected in our electro-
chemical experiment (Figure 3). Structural characterization of
the reduced form of mode II has not been explored; however,
recent computational studies have proposed transient structures
that might serve as an intermediary during this reaction.*'*'*
Namely, they find that, upon reduction of mode II, the first
ligands to leave the coordination sphere are the N-terminal group
and the backbone carbonyl, while a large geometric reorganiza-
tion must happen to lead to a linear bis-His-Cu' complex,
involving protonation of the amide ligand and inclusion of a
second His residue into the metal coordination shell (Figure 3).
Although protonation reactions are fast, the geometric rearrange-
ment for the His residue to coordinate Cu' is predicted to be very
slow,'"”'* slow enough for our experiment to detect the
reoxidation of such an intermediate Cu' complex that readily
converts into Cu" coordination mode II at peak Ila, while the
linear Cu! species reoxizides into Cul! at peak Ia’. Indeed, the
intensity of peak Ia’ decreases drastically as the scan rate is
increased (Figure S4 in the SI), reflecting significantly less
accumulation of the rearranged linear Cu' complex. Thus, our
CV experiment provides direct experimental evidence for the
existence of an intermediate Cu' complex upon reduction of the
AB(1—-16)—Cu" mode IL

In summary, our spectroscopic study reveals that the pH and
relative Cu—Ap ratio can modulate the population of
coordination modes I and IL. Electrochemical experiments
show that these two Af(1—16)—Cu" modes display very distinct
redox behaviors. Considering the reduction potentials of
physiologically relevant reducing agents, mode I would suffer
reduction under physiological conditions, and thus it could
activate oxygen for reduction and ROS production. In contrast,
the reduction potential of mode Il is very negative, so this species
would not be reduced under physiological conditions. Af is
present at the synapse, where there are transient changes in pH
and copper concentrations.'® Thus, it is tempting to propose that
the availability of the redox-inactive coordination mode II, which
can be populated by an increase of the pH and/or Cu
concentration, may be a protective mechanism to silence the
redox activity of Ap—Cu complexes. Interestingly, several
naturally occurring N-terminal modifications of Af result in a
lower pK, for the conversion of mode I to mode II,'® and they
may constitute a biological mechanism to silence the redox
activity of Af—Cu complexes. Conversely, acidosis has been
implicated in AD,"” and the low pH in the AD brain would favor
the presence of the redox-active AB(1—16)—Cu" mode I,
potentially causing further oxidative damage.
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Experimental Section

N-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) protected amino acids, Fmoc-Rink amide AM resin, and
the hydroxybenzotriazole (HOBt) were obtained from Novabiochem (Switzerland); N,N-
dimethylformamide (DMF) peptide synthesis grade was obtained from Fermont; N,N-
diisopropylethylamine (DIEA), pyridine, N,N-diisopropylcarbodiimide (DIC), trifluoroacetic
acid (TFA), trisisopropylsilane (TIS), ethanedithiol (EDT), acetonitrile (HPLC grade) and
piperidine were obtained from Sigma (Saint Louis). All other chemicals were reagent grade and
used without further purification. Water was purified to a resistivity of 18 M{Q/cm using a
Millipore Gradient deionizing system.

Peptide Synthesis and Purification. The following amyloid B peptide fragments (AP) were
synthesized by solid-phase synthesis and Fmoc strategy (Kates, E.;Albericio, F., Solid-Phase
Synthesis. Marcel Dekker Inc: New York, 2000; and Hood, C. A., et al., J. Pept. Sci. 2008, 14,
97-101), using Fmoc- Rink amide AM resin and MBHA resin: AB(1-16) with sequence
DAEFRHDSGYEVHHQK, AB(1-16/Y10F) DAEFRHDSGFEVHHQK, and Ac-AB(1-16) with
sequence Ac-DAEFRHDSGYEVHHQK. All peptides were amidated at the carboxylic terminal,
while only the Ac-AB(1-16) peptide was acetylated at the amino terminus. Crude peptides were
purified by semipreparative reversed phase high performance liquid chromatography (HPLC).
Peptide purity was determined by analytical HPLC and was found to be >95%. The molecular
weight of each peptide was determined by electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS),
and all purified products presented the expected molecular mass.

Preparation of Peptide Samples. Peptide solutions were prepared in 100 mM of N-
ethylmorpholine (NEM) with 100 mM NacCl at a final concentration of 0.5 mM for spectroscopic

experiments. For pH titrations, the pH was adjusted to the desired value by adding small volumes



of NaOH or HCI solutions, and measuring the pH with a pHmeter equipped with a micro-
electrode; pH was always adjusted right before spectroscopic or electrochemical measurements.
Peptide samples for EPR spectroscopy were prepared at the same concentration, in buffer with
50% glycerol to achieve adequate glassing. The addition of glycerol has no effect in the structure
of the Cu(Il)-peptide complexes, as evaluated by absorption and circular dichroism spectroscopy
for all pH values used in this study. The absorption coefficient for each peptide at 215nm around
was determined in each buffer solution at pH 7.5. These absorption coefficients were used to
determine the concentration of peptide in each sample that was analyzed.

Absorption and Circular Dichroism (CD) Spectroscopy. Room temperature absorption and CD
spectra were recorded using an Agilent 8453 diode array spectrometer and a Jasco J-815 CD
spectropolarimeter, respectively. Spectra were recorded in quartz cells with either 1 or 0.1 cm
path lengths. CD spectra were collected under the following conditions: 200 and 830 nm
sampling points every 2 nm.

Electron Paramagnetic Resonance (EPR) Spectroscopy. X-band EPR spectra were collected
using an EMX Plus Bruker System, with an ER 041 XG microwave bridge and an ER 4102ST
cavity. The following conditions were used: microwave power, 10 mW; modulation amplitude, 5
G; modulation frequency, 100 kHz; time constant, 327 ms; conversion time, 82 ms; and
averaging over 12 scans. EPR spectra were recorded at 150K, using a ER4131VT variable
temperature nitrogen system.

Cyclic Voltammetry (CV). CV experiments were performed at room temperature using a
Voltalab potentiostat PGZ 100 in a three electrode arrangement with a Ag/AgCl reference
electrode, a platinum wire as the auxiliary electrode, and a glassy carbon electrode (GCE, 3 mm

diameter) as the working electrode; the latter was polished with 0.3 pum alumina powder on a



cloth polishing pad and washed with water and ethanol under sonication. Phosphate buffer (10
mM) was used with Na,SO4 (50 mM) as the supporting electrolyte. Argon was used to maintain
inert conditions during the experiments. For data shown in figure 2, total peptide concentration
was 0.4 mM with 0.1 mM Cu(Il), yielding a copper to peptide ratio of 0.25, while the potential
scan rate was 0.005 Vs™'. The use of low concentrations makes significant the contribution of the

capacitive current (I o v) over the faradaic processes (I o« v'/2

); hence, the need to use a very low
scan rate. On the other hand, a low copper to peptide ratio was used in order to assure that
coordination mode I is the most abundant species at low pH. CD and EPR data indicate that at
Cu:peptide ratios higher than 0.6, a more significant amount of mode II can be observed. Also, at
Cu:peptide ratios close to 1 or 1.2, some small amount of free Cu(Il) in buffer solution can be
detected by EPR. Avoiding the presence of free Cu(ll) is particularly important at low pH values,
as Cu(Il) in buffer solution yields cyclic voltammetry traces that are also pH dependent, with
associated formal reduction potential of -0.076 V vs Ag/AgCl (+0.147 V vs NHE) at pH 6.5 and
7.5, while no signals are observed at higher pH values (8.5 and 9.5). Thus, even a small amount
of free Cu(Il) in solution could complicate the analysis of the electrochemical data, particularly
at low pH. Therefore, with a 0.25 Cu(Il) to 1 peptide ratio we can assure that the CV response at
low pH would only correspond to mode I, and that at any pH, the CV signals would correspond
to Cu(Il) bound to the peptide. Finally, in order to study the effect of the scan rate in the CV
experiments, the peptide concentration was increased to 1.2 mM, keeping the same 0.25:1

Cu:peptide ratio, i.e. with Cu(Il) 0.3 mM (Figure S4). This was done to avoid the relevant

contribution of capacitive currents and hence, increase the resolution.



Note 1. Assignment of pKa values and coordination modes for the acetylated complex: Ac-
AB(1-16)-Cu(Il).

While the pKa of the AB(1-16)-Cu(II) complex is 7.8, and it has been ascribed to the conversion
of mode I into mode II (as shown in Figure 1A and also reported by Alies et al in ref 7), a
different scenario is observed for the Ac-AB(1-16)-Cu(Il) complex. For the acetylated complex,
different pKa values have been reported. Alies et al in ref 7 (and revisited with other N-terminal
modified peptides in ref 16) report that the acetylated complex has a pKa of 5.2 associated to the
conversion of mode I into mode II’, a second pKa of 7.5 associated to conversion of mode II
into mode III', while the pKa of 8.7 is assigned to the conversion of mode III’ into IV’. The
authors use a prime (") to denote that the coordination modes display different EPR parameters
from those of the AP(1-16)-Cu(Il) modes, and hence, reflecting some differences in the
coordination sphere of copper, due to the acetylation of the N-terminal. In both cases, AB(1-16)-
Cu(Il) and Ac-AB(1-16)-Cu(II), modes Il and II" have been associated to coordination models
that involve a deprotonated amide group, while modes 111 and I11” correspond to species with two
deprotonated amides. However, the pKa assignments concluded by Alies et al. would mean that
an acetylated complex would majorly populate a coordination mode II” with a deprotonated
amide at pH values between 5.2 and 7.5. Our electrochemical results are not consistent with such
interpretation for the acetylated peptide. As we discuss in our manuscript, the main change in
copper coordination that explains the drastic decrease in reduction potential is the involvement of
a deprotonated amide in the coordination sphere. This conclusion is further supported by the
electrochemical studies of other well-characterized copper systems, such as the Cu complexes
with octarepeat prion fragments (ref 9) and theoretical studies that predict such as decrease in
reduction potential when a deprotonated amide is introduced in the coordination sphere (Ref 10).

Moreover, the EPR parameters of the coordination mode termed II’ for the acetylated complex



by Alies et al (g, =2.27 and A, = 183 x 10™* cm™) are quite close to those of mode I in Cu(l1)-Ap
(g, =227 and A, = 180 x 10 cm™). Thus, we propose that the pKa of 5.2 for the acetylated
complex is associated to the formation of mode I’, while the pKa values of 7.5 and 8.7 observed
by EPR by Alies et al would correspond to the conversions of mode I’ into mode II’, and mode
II" into IIT’, respectively. We did not perform a detailed EPR study of the acetylated complex as
a function of pH, hence we have not corroborated the pKa of 7.5 reported by Alies et al.
However, we do detect by CD the pKa of 8.7 associated to a drastic increase in the ligand to
metal charge transfer band associated to deprotonated amide to Cu(ll) transition, consistent with
the reports of Alies et al. The alternative assignment of the pKa of 7.5 to the formation of mode
I1” would be consistent with our electrochemical results, where the CV of the acetylated complex
at pH 7.4 (blue trace in figure 2D) does show a small current at -0.35 V, suggesting the presence
of a species with a deprotonated amide. The effect is also seen at pH 8.5 (green trace in Figure
2D), while at pH 9.5, the acetylated complex would have a mixture of mode II’ and mode III’ (in
fact this is evident from the EPR data in Figure S3), explaining the very large current at -0.35 V
(orange trace, Figure 2D). This would actually imply that the electrochemical behavior of
coordination mode III” is fairly similar to that of mode II’, consistent with both modes having
deprotonated amides. However, considering that coordination mode Il is not physiologically
relevant (as it would not be populated at physiological pH 7.4), we did not pursue further
electrochemical characterization of this coordination mode). Finally, it should be noted that the
different pKa values observed for the acetylated complex are likely to be due to the different

stabilizing properties of a His residue in comparison to the amino terminal group.
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Figure S1. Titration of AB(1-16) 0.5 mM (A&B) and Ac-AB(1-16) 0.5 mM (C&D) with Cu(II)

as followed by UV-Vis absorption (A, C, and E respectively), and circular dichroism (B, D, and

F respectively) at pH 7.5. Spectra recorded after the addition of 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 (in light colored

lines), 1.2, 1.4, 1.6, 1.8 eq. (in darker lines), and 1.0 and 2.0 eq. (solid lines) of Cu(Il) are

displayed. A close-up of the lower energy region is shown in the inset for each figure. In the

titration of APB(1-16), it is clear that the relative proportion of mode II increases upon addition of

a second Cu

equivalent. A comparable effect is also observed in the acetylated form of the AP

peptide, Ac-AP(1-16), although the spectral features of the Cu(Il)-peptide complex at pH 7.4 are

different than those for the AB(1-16) peptide with a free N-terminal group.
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Figure S2. Titration of AB(1-16) 0.5 mM (A) and Ac-AB(1-16) 0.5 mM (B) with Cu(Il), as
followed by EPR at pH 7.5. All spectra were collected as described in the experimental section at
150 K. Solid and dotted lines indicate the signals associated to coordination modes I and II for
AB(1-16), respectively. Note that the relative intensity of mode II signals increases with the
number of Cu equivalents. A comparable effect is also observed in the acetylated form of the AP

peptide, Ac-AB(1-16), although the modes are referred to as mode I’ and II’ (see Note 1).
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Figure S3. EPR spectra of Cu(ll) bound to AB(1-16) (A) and to Ac-AB(1-16) (B) at different pH
values and with 0.4 eq. of Cu(ll), i.e. total concentration of peptide was 0.5 mM and total
concentration of Cu(ll) was 0.12 mM. All spectra were collected as described in the
experimental section at 150 K. Solid and dotted lines indicate the signals associated to
coordination modes I and II for AB(1-16), respectively (modes I’ and II” for Ac-AB(1-16), see
Note 1). Note that in both cases, the relative intensity of mode II signals increase with pH. In the
case of the acetylated complex, at higher pH values, there is also evidence for the presence of

mode III’, a species with two deprotonated amide groups (dotted green lines in Figure S3B, see

Note 1).
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Figure S4. Cyclic Voltammetry of the Cu(II)-AB(1-16) complex at different scan rates: 5 mV/s
(A); 100 mV/s (B); and 200 mV/s (C). Total peptide concentration was 1.2 mM with 0.3 mM
Cu(Il). The intensity of the peak Ia’ decreases drastically upon increasing the scan rate, reflecting
that the intermediate Cu(I) complex formed upon reduction of mode II (peak IIc) does not have
enough time to be transformed into a significant amount of the rearranged linear bis-His Cu(I)

complex structure. Although protonation reactions are fast, the geometric rearrangement
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associated to this process must be slow relative to the scan rates used in this experiment. These

results are in agreement with the mechanism proposed in Figure 3.

Table S1. Reduction potentials reported for the Cu(ll)-AB complex.?

Experimental or Reduction potential Ref.
Theoretical vs. NHE
conditions

AP(1-42) in PBS Huang, X., et al, J. Biol. Chem. 1999,
buffer pH 7.3 770 mV 274, 37111-37116.
AP(1-16) in 50 mM Guilloreau, L., et al, Chem. Bio.
TRIS buffer, 0.1 M 90 mV Chem 2007, 8, 1317 — 1325.
NaCl, pH 7.4
AP(1-16), (1-28), (1- Jiang, D., et al, Biochemistry 2007, 46,
40) and (1-42), in 10 277 mV 9270-9282.
mM phosphate buffer,
0.1 M Na;SO, pH 7.4
AB(1-16) in 25 mM Balland, V., et al., Proc. Natl. Acad.
PIPES buffer, 0.2 M 300 mV Sci. USA 2010, 107, 17113-17118.
KCI, pH 6.7
Theoretical Study: Ali-Torres, J., et al., J. Phys. Chem. B
AB(1-16) Mode I (as 280 mV 2014, 118, 4840-4850.
shown in Figure 1A
with His6 and His13)
Theoretical Study: Azimi, S. and Rauk, A. Int. J. Alzh.
A truncated model for 300 mV Dis. 2011, ID 539762

Mode |

Theoretical Study:
AB(1-16) Mode I (as
shown in Figure 1A
with Hisb)

-370 mV to -810 mV
(depending on
geometry
optimization)

Ali-Torres, J., et al., J. Phys. Chem. B
2014, 118, 4840-4850.

®Note that the studies reporting 770 and 90 mV fall out of the converged value of ~300 mV for

mode I, thus these two references were not included in the main text of the manuscript.
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