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RESUMEN 

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa de mayor 

incidencia en la población adulta mayor. La agregación amiloide de la proteína alfa- 

sinucleína (AS) en la substancia nigra pars compacta es una característica fundamental en 

esta enfermedad. La AS es una proteína presináptica, ampliamente expresada en diversos 

mamíferos. Aunque el proceso de agregación de la AS ha sido estudiado, se sabe que la 

participación de iones metálicos divalentes en este proceso acelera su conversión a la forma 

agregada, siendo el más importante el Cu. La beta-sinucleína (BS) es una proteína homóloga 

a la AS, que también une cobre, pero no forma agregados.  En esta tesis se estudiaron los 

sitios de unión a Cu2+ en las proteínas AS y BS por diversos métodos espectroscópicos, como 

dicroísmo circular, absorción electrónica en la región UV-Vis y resonancia paramagnética 

electrónica. También se evaluó la química redox de los complejos AS-Cu y su implicación 

en el estrés oxidativo mediante técnicas electroquímicas, absorción electrónica y HPLC 

acoplado a espectrometría de masas. Se encontró que el Cu2+ se une específicamente al N-

terminal de la AS, y se elucidó la secuencia peptídica mínima necesaria para reproducir el 

sitio de coordinación, la cual también está presente en la BS. La acetilación del N-terminal 

impacta la coordinación de Cu2+ en este sitio. Los procesos termodinámicos y cinéticos de 

reducción de los complejos AS-Cu y BS-Cu son dependientes de la presencia de las 

metioninas; particularmente, en la AS la metionina 1 tiene un papel más importante que la 

metionina 5. En los estudios de reactividad, los complejos cobre-AS reducidos fueron 

enfrentados a oxígeno, y las cinéticas de reoxidación indican que la metionina 5 es importante 

para este proceso. La caracterización de los productos de la reoxidación demostró la 

presencia de fragmentos peptídicos con oxidación en las metioninas, mostrando que la 

metionina 1 es más susceptible a la oxidación que la metionina 5. Finalmente, se caracterizó 

el segundo sitio de coordinación de cobre en las proteínas AS y BS, el cual involucra al único 

residuo de Histidina en cada proteína y a los grupos amida de los residuos que lo preceden 

en sus secuencias. Este trabajo ayuda a entender la coordinación de cobre a las proteínas AS 

y BS, así como sus procesos redox. El estudio de la oxidación del complejo AS-Cu1+ que 

resulta en la oxidación de residuos de metionina es de suma importancia, ya que este tipo de 

modificación en la AS ha sido observado en los cuerpos de Lewy, característicos en la 

enfermedad de Parkinson. 
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ABSTRACT 

 

Parkinson's disease is the second neurodegenerative disease with the highest incidence in 

the elderly population. Amyloid aggregation of the alpha-synuclein (AS) protein in the 

substantia nigra pars compacta is a fundamental feature in this disease. AS is a presynaptic 

protein, widely expressed by mammals. Although the AS aggregation process has been 

studied, it is known that the participation of divalent metal ions in this process accelerates its 

conversion to the aggregated form, the most important being Cu. Beta-synuclein (BS) is a 

protein homologous to AS, which also binds copper, but does not form aggregates. In this 

thesis, the Cu2+ binding sites in the AS and BS proteins were studied by various spectroscopic 

methods, such as circular dichroism, electronic absorption in the UV-Vis region and 

electronic paramagnetic resonance. The redox chemistry of the AS-Cu complexes and their 

involvement in oxidative stress were also evaluated using electrochemical techniques, 

electronic absorption and HPLC coupled to mass spectrometry. Cu2+ was found to bind 

specifically to the N-terminus of AS, and the minimal peptide sequence necessary to 

reproduce the coordination site was elucidated, which is also present in BS. Acetylation of 

the N-terminal impacts the coordination of Cu2+ at this site. The thermodynamic and kinetic 

processes of reduction of the AS-Cu and BS-Cu complexes are dependent on the presence of 

methionine; particularly, in AS, methionine 1 has a more important role than methionine 5. 

In reactivity studies, reduced copper-AS complexes were confronted with oxygen, and the 

reoxidation kinetics indicate that methionine 5 is important for this process. The 

characterization of the reoxidation products demonstrated the presence of peptide fragments 

with oxidation in methionine, showing that methionine 1 is more susceptible to oxidation 

than methionine 5. Finally, the second copper coordination site in the proteins was 

characterized in AS and BS, which involves the only histidine residue in each protein and the 

amide groups of the residues that precede it in their sequences. This work helps to understand 

the coordination of copper to the AS and BS proteins, as well as their redox processes. The 

study of the oxidation of the AS-Cu1+ complex that results in the oxidation of methionine 

residues is of outmost importance, since this type of modification in AS has been observed 

in Lewy bodies, characteristic of Parkinson's disease.  
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INTRODUCCIÓN 

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades 

cardiovasculares, el cáncer y las enfermedades neurodegenerativas son las causas principales 

de mortandad en países desarrollados. Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo 

de desórdenes neurológicos caracterizados por una serie de síntomas frecuentemente 

progresivos y poco tratables. Estas enfermedades y otras, como el Parkinson, Alzheimer, 

diabetes mellitus tipo 2 o la enfermedad de Hungtinton, tienen como factor común que las 

bases moleculares están asociadas al plegamiento anómalo de ciertas proteínas1.  

 

Por otro lado, metales como el Mn, Cu, Zn y Fe son esenciales2, porque desempeñan 

diversas funciones fisiológicas, como el mantenimiento de la estructura celular, regulación 

de la expresión génica, la neurotransmisión, transferencia de electrones, transporte de 

oxígeno, entre otras. Sin embargo, el transporte y homeostasis de metales deben estar 

debidamente controlados, ya que se ha observado que tanto su acumulación como su 

deficiencia conduce a la aparición de distintos desórdenes. Asimismo, se ha propuesto que 

los metales juegan un papel en la etiología de ciertas enfermedades neurodegenerativas, por 

ejemplo, en el caso de la enfermedad de Alzheimer se ha sugerido que metales como Cu y 

Zn participan en la formación de placas amiloides3. Diversos estudios de meta-análisis han 

revelado que existe un desbalance homeostático de metales como el Cu en diversos 

desórdenes neurodegenerativos como la esclerosis lateral amiotrófica, la enfermedad de 

Hungtinton4, el Parkinson5 y el Alzheimer6. 

 

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa de mayor 

incidencia en la población adulta mayor de 60 años. En México se estima una prevalencia de 

50 casos de EP por cada 100,000 habitantes por año, de acuerdo con el Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía, donde es la cuarta causa de consulta7. Aunque la etiología de esta 

enfermedad aún no se comprende, se sabe que es una enfermedad multifactorial. Una 

característica fundamental es la agregación amiloide de una proteína ampliamente expresada 

en el tejido nervioso y que se encuentra en la región afectada en el cerebro (substantia nigra 

pars compacta), llamada alfa-sinucleína8.  
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En estudios previos se ha demostrado que algunos iones metálicos divalentes se unen a 

la alfa-sinucleína induciendo su agregación amiloide9. También, se determinó que el Cu2+ es 

el ion más efectivo en acelerar dicho cambio conformacional, uniéndose a la proteína alfa-

sinucleína en diversos sitios9, 10. 

 

En esta tesis se elucidaron los detalles de la coordinación del ion Cu2+ a la proteína alfa-

sinucleína, en especial en la región del extremo N-terminal, mediante el uso de diferentes 

técnicas espectroscópicas, incluyendo resonancia paramagnética electrónica, dicroísmo 

circular electrónico y absorción electrónica en la región UV-Visible. Nuestros resultados 

contribuyen a entender, desde un punto de vista bioinorgánico, la química de coordinación y 

el comportamiento redox de la interacción de cobre con las proteínas alfa- y beta-sinucleína.  
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ANTECEDENTES 

 

Enfermedad de Parkinson. 

 

 La enfermedad de Parkinson (EP) es la enfermedad neurodegenerativa más frecuente 

después del Alzheimer (EA) en personas mayores de 60 años, teniendo una incidencia a nivel 

mundial del 2 al 3%, en la población adulta mayor de 65 años11. La prevalencia y la incidencia 

aumentan casi exponencialmente con la edad y aún más después de los 80 años. Esta 

tendencia tiene importantes implicaciones para la salud pública; con un envejecimiento de la 

población y el aumento de la esperanza de vida en todo el mundo, el número de personas con 

Parkinson se estima que se duplique en 203012. En México se estiman 50 casos de EP por 

cada 100,000 habitantes por año, de acuerdo con el Instituto Nacional de Neurología y 

Neurocirugía7.  

 

 La EP fue inicialmente descrita en 1817, por James Parkinson como una enfermedad 

caracterizada por diversos síntomas motores. Posteriormente, en la mitad del siglo XIX, Jean-

Martin Charcot refinó las características que distinguían a la EP de otras enfermedades que 

involucraban los mismos síntomas de movimiento13. Clínicamente, se define por la presencia 

de alteraciones motoras como: temblor en reposo, rigidez muscular, bradicinesia e 

inestabilidad postural. Además, se presentan características no motoras durante el curso de 

la enfermedad, como el deterioro cognitivo, depresión, déficit olfativo, psicosis y trastornos 

del sueño13. Incluso las características motoras de los síntomas en pacientes con EP son muy 

heterogéneas, lo que ha provocado que existan intentos de clasificar a la EP en algunos 

subtipos basados en los diversos síntomas predominantes tanto motores como los no motores 

que presentan los pacientes14-16 

 

 La característica fundamental en la EP es la pérdida de neuronas dopaminérgicas en 

la substantia nigra pars compacta (SNpc), la cual es la región media del cerebro (Figura 1). 

El área más profundamente afectada en la SNpc es típicamente el nivel ventrolateral, que 

contiene las neuronas que se proyectan al putamen dorsal del estriado17. Diversos estudios 

clínico-patológicos han demostrado que la pérdida neuronal dopaminérgica en la SNpc de 
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moderada a severa es probablemente la causa de las características motoras, bradicinesia y 

rigidez en la EP18. Hallazgos recientes confirman que la pérdida moderada de neuronas en la 

SNpc también se presenta en las primeras etapas de la EP19.  

  

 La pérdida neuronal, que es característica en la EP, también ocurre en otras regiones 

del cerebro, incluyendo el locus ceruleus, el núcleo basal de Meynert, la amígdala y el 

hipotálamo, con lo cual se distingue de otras enfermedades parecidas a la EP20. Esta pérdida 

produce un decremento en los niveles de dopamina en el corpus stratium, generando un 

desbalance en los circuitos del ganglio basal lo cual conduce a la aparición de los síntomas 

motores en esta enfermedad.  

 

 Otro signo distintivo de la EP es la patología de Lewy. Esta patología, consiste en la 

presencia de agregados anormales de la proteína AS21, llamados cuerpos de Lewy, además 

de neuritas de Lewy (neuritas anormales de las neuronas afectadas, que contienen material 

granular y filamentos de AS). La agregación de proteínas con plegamiento anómalo es un 

común denominador en diversas enfermedades neurodegenerativas. Cada enfermedad 

neurodegenerativa tiene como característica una proteína abundante encontrada en forma de 

inclusiones proteicas o agregada en las regiones afectadas en el cerebro22. Existen más de 30 

enfermedades asociadas al mal plegamiento de proteínas, podemos mencionar a las proteínas 

tau y beta-amiloide en la enfermedad de Alzheimer, el polipéptido islote amiloide en la 

diabetes mellitus tipo 2 y la hungtingtina en la enfermedad de Hungtington, entre muchas 

otras.  

 

 En un estudio se encontró que la proporción de neuronas que contienen cuerpos de 

Lewi en la EP es relativamente constante aproximadamente entre 3-4% y que es 

independiente del estadio de la enfermedad. Por lo tanto, se ha sugerido que los cuerpos de 

Lewi se forman continuamente durante el curso de la enfermedad y desaparecen cuando la 

neurona afectada muere23. El componente mayoritario de los cuerpos de Lewy es una 

proteína llamada alfa-sinucleína21, aunque también en los cuerpos de inclusión se han 

encontrado componentes del sistema 26S ubiquitina-proteosoma así como chaperonas 

moleculares, lípidos y otras proteínas como la parkina, la proteína 14-3-3 y la sinfilina-124 
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Figura 1. Representación del cerebro, donde se indica la región afectada (substantia nigra 

pars compacta) en personas con la EP. 

  

 

Proteína Alfa-Sinucleína 

 

 La alfa-sinucleína (AS) es una proteína pequeña de 140 aminoácidos (Figura 2), que 

se encuentra en el tejido nervioso de muchos seres vivos incluyendo el ser humano. La AS 

fue descrita en 1988 por primera vez en el órgano eléctrico del pez Torpedo californica, y 

después en el cerebro de ratas, dando así la primera evidencia de un rol presináptico25, 26. La 

AS humana fue descrita por primera vez en 1994, al purificar proteínas que se localizaban en 

el cerebro27. 

 

 La AS se localiza principalmente en las terminales presinápticas de neuronas 

dopaminérgicas25. La AS también, ha sido localizada en otros tejidos. Aunque la función de 

la AS no está totalmente esclarecida, existe evidencia de que regula la exocitosis de 

neurotransmisores en la sinapsis, al funcionar como una proteína chaperona para los 

complejos SNARE (acrónimo derivado de su nombre en inglés, “soluble N-ethylmaleimide-

sensitive factor attachment protein receptor”). Este mecanismo involucra la unión de la AS 

a los fosfolípidos vía el N-terminal28. Los complejos SNARE median la fusión de la 

membrana para permitir la exocitosis de la vesícula sináptica, después de lo cual se disocian 

rápidamente a un estado desplegado29. Recientemente, se ha propuesto que la AS es una 

proteína capaz de sensar la curvatura de las membranas y de estabilizarlas al mismo tiempo30, 
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31, y se ha añadido a la clase de proteínas anfipáticas denominadas por sus siglas en inglés 

(amphipathic lipid-packaging sensor, ALPS) que contienen en su estructura secundaria alfa 

hélices que detectan y generan la curvatura de la membrana32, 33. Se sabe que estas proteínas 

están intrínsecamente desordenadas en solución, pero comienzan a doblar su hélice anfipática 

bajo condiciones fisicoquímicas específicas, un proceso que es fuertemente favorecido por 

un ambiente lipídico y cargado negativamente34. 

 

 Además, se ha demostrado que en ratones knockout de AS a pesar de mantener una 

arquitectura cerebral intacta, mostraron una disminución de la dopamina estriatal y alteración 

de la liberación de dopamina, sugiriendo que la AS puede tener un papel como regulador de 

la neurotransmisión de la dopamina35. Asimismo, la translocación de la AS al núcleo y la 

unión con histonas es tóxica en cultivo neuronal, en modelos de ratón y en drosophila, lo que 

sugiere un mecanismo de toxicidad en el desarrollo de la EP.  

 

 La estructura primaria de la AS (Figura 2) se puede dividir en tres regiones 

características: el extremo N-terminal (residuos 1-60); el componente hidrofóbico 

fibrilogénico (61-95) denominado “componente no-amiloide” (NAC por sus siglas en 

inglés)36, y en el C-terminal (96 a 140) rica en prolinas y aminoácidos cargados 

negativamente como los ácidos glutámico y aspártico. La región extremo N-terminal 

contiene varias repeticiones imperfectas de un hexámero altamente conservado KTKEGV, 

lo que resulta en una periodicidad de su hidrofobicidad. Este tipo de secuencias son 

características de los dominios alfa-helicoidal de apolipoproteínas que se unen a lípidos37, 38. 

Al localizarse en las terminales presinápticas, se ha estudiado la interacción de la AS con 

vesículas debido a su proximidad y se sabe que la naturaleza de esta interacción es 

dependiente de la composición de los lípidos y del tamaño de las vesículas. Las vesículas son 

de importancia ya que es un organelo donde se almacena la dopamina.  

 

 En células neuronales la AS se encuentra tanto en el citoplasma como en el núcleo y 

representa el 1% del total de las proteínas citosólicas encontradas en el tejido nervioso25, 39. 

La AS es expresada abundantemente en el cerebro en los espacios presinápticos y al final de 

los axones, con niveles en el rango ∼20 a 100 μM40. También se encuentra en los 
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sinaptosomas cerebrales con una concentración de 50 μM y en otros tejidos del corazón, 

músculo esquelético y páncreas en baja concentración36. Incluso, la AS se ha medido en la 

sangre con una concentración 26200  3000 ng/ml, específicamente localizándose dentro 

de los eritrocitos (99%) y el resto en el plasma41, 42. 

 

 

Figura 2.  Regiones características de la estructura primaria de la AS humana. Se 

muestran también algunas de las mutaciones reportadas en la AS: A30P, E46K, A53T y 

Ser129. 

 

También se ha demostrado que en el cerebro humano la AS sufre diversas modificaciones 

postraduccionales, como la fosforilación43, ubiquitinación, nitración44 y glicosilación. La AS; 

que se ha encontrado fosforilada en la serina 129 en los cuerpos de Lewi; representa más del 

90% de la AS insoluble en cerebros de pacientes con demencia con cuerpos de Lewi, mientras 

que la fosforilación implica alrededor del 4% de AS normal45. Incluso, la AS se puede 

fosforilar in vitro en varios residuos, incluidas las serinas 87 y 129 y tres residuos de tirosina 

en el C-terminal (tirosinas 125, 133 y 136)46. De estos sitios fosforilados, el de la Ser129 es 

el único que se encuentra ampliamente en tejidos cerebrales de pacientes con EP y trastornos 

relacionados, lo que sugiere un papel para la fosforilación la patogénesis de la enfermedad47. 

 

Más recientemente, se ha tratado se utilizar algunas de estas modificaciones 

postraduccionales (fosforilación en la Y125, nitración en la Y39 y glicosilación) para usarlas 

como posibles biomarcadores y así de alguna forma realizar un diagnóstico temprano de la 

EP midiendo las modificaciones de la AS en sangre humana48. 
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La familia de las sinucleínas. 

 

La AS pertenece a la familia de las sinucleínas49. Las sinucleínas son proteínas que se 

conocen como: -sinucleína (alfa-sinucleína, AS), -sinucleína (beta-sinucleína, BS), -

sinucleína (gamma-sinucleína, GS) y synoretina39. Las sinucleínas tienen en común un 

dominio altamente conservado de unión a lípidos y sólo se han encontrado en vertebrados. 

Las proteínas AS y BS se encuentran en el tejido nervioso27, donde se han observado 

principalmente en las terminales presinápticas, mientras que la proteína GS se encuentra 

principalmente en el sistema nervioso periférico y la retina. Incluso la AS se ha encontrado 

en sangre49. Las funciones celulares normales no se han determinado para ninguna de las 

sinucleínas, aunque algunos datos sugieren un papel en la regulación de la estabilidad de la 

membrana y otras funciones relacionadas. La BS tiene 134 aminoácidos mientras que la GS 

tiene 127 aminoácidos. 

 

En términos de homología, la BS comparte un 90% de homología con el extremo N-

terminal de la AS y 33% con el C-terminal, mientras que la GS comparte un 78% y 6% de 

homología en el extremo N-terminal y C-terminal, respectivamente con respecto a la AS. En 

la Figura 3, se muestra un alineamiento de secuencias con las secuencias humanas de las AS 

(P37840), BS (Q16143) y GS (076070) obtenidas de la base de datos UniProt. 

 

Figura 3.  Alineamiento de las tres sinucleínas humanas, obtenidas de UniProt. Se 

resalta en negro los aminoácidos altamente conservados y en gris con similar conservación. 
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Beta-sinucleína. 

 La beta-sinucleína es la proteína con mayor homología a la AS, sobre todo en la 

región del N-terminal. Es una proteína se 137 residuos que no contiene en su estructura la 

región del NAC que se observa en la AS. Se ha caracterizado como un regulador natural de 

los efectos amiloidogénicos y tóxicos de la agregación de la AS y en condiciones de la EP, 

su concentración se encuentra disminuida en comparación con la AS50. 

 

 Este comportamiento entre la AS y BS tan diferente ha sido estudiado usando RMN 

y cálculos de dinámica molecular encontrando que la propensión de agregación estriba en los 

contactos residuales entre las regiones del C- y el N-terminal51. Por otra parte, recientemente 

se ha reconsiderado el papel de la BS en la EP, ya que se encontró que la BS interactúa con 

algunos metabolitos de la dopamina, inhibiendo el proceso de agregación, pero favoreciendo 

la aparición de otros intermediarios más tóxicos52. 

 

Mutaciones familiares de la AS 

 

 Las mutaciones en el gen de la AS causan la variedad de la EP familiar, que incluyen 

a seis mutaciones puntuales (A30P, E46K, H50Q, G51D, A53T y A53E-PARK1). Las 

primeras mutaciones puntuales como la A53T encontrada en la familia italo-americana y la 

A30P encontrada en la familia alemana; han demostrado que estas mutaciones conducen a 

alteraciones motoras y neuronales semejantes a la EP53, 54. La mutación E46K; que fue 

encontrada en la familia española; se asocia a la demencia con cuerpos de Lewy, la cual es 

una variante de sinucleopatía con síntomas parkinsonianos55. Además, recientemente las 

nuevas mutaciones encontradas como la H50Q donde se demuestran que está relacionada 

con el deterioro motor y cognitivo56 y la G51D con una forma rápida y progresiva de EP de 

inicio temprano, con marcados signos piramidales y frecuentes síntomas psiquiátricos57. 

 

AS: un ejemplo de proteínas intrínsecamente desordenadas. 

 

 La AS también pertenece a una clase de proteínas llamadas intrínsecamente 

desordenadas. La AS puede adoptar diferentes conformaciones. Cuando la AS interacciona 
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con la membrana celular; se forman 2 regiones alfa-hélices37. En solución acuosa, al ser una 

proteína intrínsecamente desordenada, presenta estructura secundaria de “random coil”58; 

mientras que, cuando adopta una estructura rica en hojas beta plegadas, puede formar fibras 

amiloides. Se ha propuesto que la proteína AS puede adoptar una forma tetramérica con 2 

alfa-hélices cuando es sobre expresada en E. coli o aislada de cultivos neuronales59, 60. Sin 

embargo, experimentos “in-cell NMR” (resonancia magnética nuclear en célula) han 

demostrado que la forma nativa in vivo de la AS es un monómero intrínsecamente 

desordenado61. Las formas anteriores se resumen en la Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  Estructura secundaria de la AS: (A) Tetrámero, (B) Monómero con 2 alfa-

hélices (C) Intrínsecamente desordenada. Figura adaptada. 

  

Aunque la etiología de la EP es multifactorial, se sabe que uno de los eventos cruciales es la 

agregación de la AS, lo cual conduce a que la proteína adquiera estructura secundaria tipo 

amiloide, rica en estructura hoja beta y encontrada en los cuerpos de Lewy.  

 

  

A 

B 

C 
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Plegamiento y agregación de la AS. 

 

Las proteínas adquieren su estructura secundaria mediante un proceso denominado 

plegamiento, es decir, su cadena polipeptídica adquiere una determinada conformación 

tridimensional estable para desempeñar su función biológica62. Esta conformación, desde el 

punto de vista termodinámico es la conformación de mínima energía libre de Gibbs. Sin 

embargo, este estado nativo es estable en un rango de condiciones reducidas. Cuando una 

proteína pierde su estructura tridimensional nativa también pierde su función. Para entender 

esto existe una descripción termodinámica que nos permite bosquejar los diferentes estados 

en los cuales una proteína puede transitar63: el denominado en inglés “energy landscape 

perspective”. En esta perspectiva se presentan las diferentes conformaciones que puede 

adoptar una proteína desde su estado nativo, hasta diversos de menor energía y por lo tanto 

más estables que la propia estructura nativa. 

 

En la Figura 5, se muestra el paisaje energético del plegamiento y agregación de 

proteínas. La superficie en azul claro muestra la multitud de conformaciones del estado 

nativo a través de contactos intramoleculares y el área en azul oscuro las que transitan hacia 

agregados amorfos o fibras amiloides a través de contactos intermoleculares. Ambas partes 

de la superficie de energía se superponen. La formación de agregados puede ocurrir a partir 

de intermedios poblados durante el plegamiento de novo o por desestabilización del estado 

nativo y normalmente se previene mediante chaperones moleculares. Los oligómeros tóxicos 

celulares pueden aparecer como intermediarios fuera de la ruta de la formación de fibras 

amiloides. 
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Figura 5.  Paisaje energético del plegamiento y agregación de proteínas y sus diferentes 

especies. Figura adaptada de la referencia64 

 

Además, existen ciertas proteínas que poseen regiones con estructura desordenada, y que 

incluso carecen de estructura ordenada en el estado nativo. Estas proteínas constituyen una 

familia única a la cual se le han dado distintos nombres: “nativamente desplegadas”, 

“intrínsecamente desordenadas” o “naturalmente no estructuradas”22. La proteína AS 

pertenece a esta familia de proteínas. Además, se ha demostrado mediante diversos 

experimentos que la AS aislada de cerebros que provienen de humanos, ratas y ratones existe 

en esta forma. Asimismo, la AS que se ha logrado sobre expresar y purificar de E. coli, así 

como en líneas celulares de mamífero (HEK293, HeLa y SH-SY5Y), se presenta como una 

proteína monomérica no estructurada65, 66.  

 

El término agregación puede ser descrito como la aglomeración de proteínas que sucede 

como resultado de un cambio conformacional a nivel estructura secundaria. Este 

conglomerado puede ser amorfo u ordenado, como es el caso de las fibras con alto contenido 

de hojas beta plegadas.  Por lo general, los agregados se forman de manera irreversible, 

porque la barrera energética para regresar al estado nativo es muy alta o porque el 
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conglomerado es una conformación mucho más estable y de menor energía que el estado 

nativo67.  

  

 En la Figura 6 se ilustra cómo, en algunos casos, las proteínas en estado nativo pueden 

formar un intermediario. Si estos intermediarios interaccionan entre sí pueden formar 

polímeros de pequeñas repeticiones denominados oligómeros. Los oligómeros son especies 

que sirven de núcleos para la formación irreversible de fibras amiloides. Dependiendo de las 

condiciones del medio y de la naturaleza de los intermediarios, se pueden formar de manera 

irreversible los llamados “agregados amorfos”. 

 

 

Figura 6.  Agregación de proteínas y sus diferentes especies. 

 

 La detección de las fibras amiloides, se hace mediante diferentes técnicas, por 

ejemplo, dicroísmo circular68, resonancia magnética nuclear69, 70, fluorescencia y 

espectroscopía de infrarrojo71. Desde el punto de vista histórico y experimental, la técnica de 

fluorescencia fue de las primeras para el estudio de la agregación de proteínas. Para ello se 

utiliza una molécula llamada Thioflavina T (ThT) (Figura 7), donde el enlace entre los anillos 

de benzotiazol y aminobenceno permite un movimiento de torsión uno con respecto al otro. 

Éste compuesto interacciona con las fibras amiloides aumentando su fluorescencia a una 

longitud de excitación y de emisión de 450 y 480 nm respectivamente72. La interacción de 

ThT con las proteínas amiloides también puede depender de la morfología de las fibrillas, ya 

que se ha visto que la unión puede resultar lenta al tener una accesibilidad reducida en 

conjuntos fibrilares grandes73.  
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Figura 7. Estructura molecular de la Thioflavina T.  

 

 En la Figura 8, se observa cómo la intensidad de fluorescencia del ThT (en rosa) 

aumenta conforme la conversión a fibras, en la cual se pueden distinguir las siguientes etapas: 

una fase lag inicial (donde se muestra la proteína en su forma nativa en solución, seguida por 

una fase de crecimiento exponencial (en la cual se observan la formación de diversas especies 

como los oligómeros) y finalmente una meseta o fase de saturación, donde se tiene la proteína 

en su forma fibrilar o de fibra madura74. Desde el punto de vista cinético los intermediarios 

son de corta vida, mientras que las especies de la fase lag y meseta son de mayor estabilidad 

siguiendo un modelo sigmoidal. El proceso de formación amiloide requiere 2 pasos, la 

nucleación primaria de los monómeros en solución y la posterior elongación hasta la 

formación de las fibras74. 

 

Figura 8. Cinética de agregación de una proteína a su forma amiloide, seguida mediante la 

intensidad de fluorescencia de la ThT. 
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 En el caso de la proteína AS, se han propuesto diferentes mecanismos de agregación 

para explicar la formación de los cuerpos de Lewy, en donde se comienza con la forma 

monomérica de la AS y diferentes causas favorecen la formación de oligómeros solubles, 

agregados "amorfos", o fibras amiloides que finalmente se observan en los cuerpos de Lewy 

(Figura 9). La morfología y el tamaño de las especies que se forman durante la agregación 

de la AS, incluyen diversas formas y tamaños75, 76. Estas propuestas están basadas en diversos 

estudios in vitro partiendo de la proteína monomérica en solución. Las especies que son más 

tóxicas incluyen a los oligómeros y a los intermediarios prefibrilares como se ha demostrado 

en estudios de cerebros de ratas al inducir mayor estrés oxidativo, mientras que el monómero 

inicial y la forma fibrilar son menos tóxicos77. Los oligómeros son tóxicos debido a que 

pueden formar una clase de poros que puede afectar la membrana y causar disfunción 

celular75. Incluso las mutaciones familiares de la AS causan un impacto en los agregados 

observados. Por ejemplo, se observó que las mutaciones A30P y A53T afectaban tanto a la 

morfología como a la distribución de tamaños de las protofibrillas. En la variante A30P se 

promueve la formación de protofibrillas anulares parecidas a poros, mientras que la A53T 

promueve la formación de estructuras protofibrilares anulares y tubulares76, 78.  En la figura 

9, se puede observar un mecanismo en el cual se puede explicar la formación de los cuerpos 

de Lewi a partir de la agregación de la AS. Este mecanismo ha sido observado en otras 

enfermedades relacionadas con el mal plegamiento de proteínas. 

 

 

Figura 9. Diversos productos del proceso de agregación de la AS. 
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 La agregación de la AS es modulada por diversos factores79, incluyendo metales, 

pesticidas, las mutaciones genéticas, modificaciones postraduccionales e incluso las 

interacciones con otras proteínas. Por ejemplo, la AS forma un complejo en relación 2:1 con 

las histonas, afectando la rapidez de agregación de la AS80. 

 

La EP y los iones metálicos 

 

 El cerebro es un órgano especializado en usar metales tanto para su función como 

para mantener sus funciones fisiológicas. Por otro lado, un desajuste en la homeostasis de los 

metales y/o su exposición puede conducir a la aparición de desórdenes neurológicos81-83. 

 

 A partir de estudios epidemiológicos, se ha concluido que los metales tienen relación 

con la etiología de la EP84. Por ejemplo, en el periodo de 1986 a 1988 en Michigan, Estados 

Unidos se observó que la exposición laboral en industrias relacionadas con metales resultó 

en una mayor incidencia de casos de EP comparada con la población en ciudades donde no 

están presentes esta clase de industrias85. Posteriormente, un análisis postmortem de cerebros 

de pacientes de EP confirmaron que la concentración de ciertos metales estaba alterada. 

 

 Hierro. Mediante espectroscopía de plasma acoplado inductivamente y de absorción 

atómica se determinó que la concentración de hierro total en la SNpc se incrementó en 

personas con EP entre un 31% a 35% comparado con el tejido control86. Además, se ha 

observado que la ferritina y la neuromelanina disminuyen en la SNpc87. Por otro lado, 

también se ha demostrado que el Fe3+ aumenta significativamente en la SNpc, mientras que 

Fe2+ permanece sin cambios88. Incluso, en estudios recientes la sobreexpresión de la AS 

induce una mayor acumulación de hierro y su redistribución en cultivos neuronales expuestos 

al hierro89. 

 

Manganeso. El manganeso es un elemento que en bajas concentraciones es esencial, ya 

que es cofactor de varias metaloproteínas como la proteína superóxido dismutasa (MnSOD), 

aunque en altas concentraciones puede ejercer un efecto neurotóxico. La sobreexposición a 

Mn conduce a un tipo de parkinsonismo conocido como “manganismo”90. El manganismo se 
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caracteriza por temblores, letargo e impedimentos del habla, acompañados ocasionalmente 

de psicosis. En este padecimiento, la concentración de Mn está elevada en las neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc, lo cual podría explicar los déficits motores observados en el 

“manganismo”. Los individuos con parkinsonismo inducido por manganeso pueden 

parecerse clínicamente a los pacientes con EP idiopática, aunque la síntesis de dopamina 

parece preservarse en el manganismo91.  

 

Cobre. El cobre es un metal de transición con varios estados de oxidación: Cu0, Cu1+ y 

Cu2+, siendo el Cu2+ y el Cu1+ los más relevantes fisiológicamente, ya que se han encontrado 

en el medio extracelular e intracelular, respectivamente. El contenido de cobre en el cerebro 

humano está en el rango de 31. a 5.1 g/g peso húmedo. Mientras que la concentración 

promedio en el tejido neural es del orden de 0.1 mM, y en ciertas regiones del cerebro, por 

ejemplo, está de 2 a 3 veces más concentrado en la materia gris que   en la materia blanca. 

En la SNpc, donde se produce dopamina, la concentración de cobre es 0.4 mM, mientras que 

en la zona responsable del stress y pánico llamada locus ceruleus es 1.3 mM.  

 

El cobre tiene efectos ambivalentes en los organismos vivos. Por un lado, el cobre se 

utiliza como cofactor de ciertas enzimas, como la enzima superóxido dismutasa 1 (SOD1), 

la ceruloplasmina, la lisil oxidasa, la tirosinasa y la dopamina β-hidroxilasa92. Por otro lado, 

se ha sugerido que ciertas enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis lateral 

amiotrófica (ALS, por sus siglas en inglés), la enfermedad de Alzheimer y las enfermedades 

de priones, son el resultado de la alteración en la homeostasis de cobre82. Por ejemplo, un 

defecto en el cromosoma 21, que codifica para la SOD1, está asociado con aproximadamente 

el 20% de los casos de ALS familiar, esto es aproximadamente el 2% de todos los casos de 

ALS93. En el caso de la AD, se sabe que el cobre aumenta la formación de placas β amiloides, 

lo que resulta en la progresión de la enfermedad, y se acumula en las placas β amiloides en 

una alta concentración (~ 0.4 mM)94. También se ha sugerido que la regulación interrumpida 

de los iones de cobre en el cerebro es un factor clave en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 

y otras enfermedades priónicas95. En pacientes con enfermedad de Menkes, por ejemplo, la 

cantidad de cobre en el cerebro se ve reducida de 2.3 a 0.4-1.7 g/g peso húmedo. 
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En la EP, el cobre ha sido implicado en mecanismos de estrés oxidativo, la 

oligomerización de la AS y por ende la formación de cuerpos de Lewy, así como en la 

modulación de los neurotransmisores ácido gamma amino butírico tipo A (GABA-A) y N-

metil-D-aspartato (NMDA)96. En estudios del nivel de cobre en sangre en pacientes con EP 

con respecto a pacientes sanos, aunque los datos no son exhaustivos, ya que varios estudios 

diferentes informaron resultados positivos significativos97 y también negativos98-100, mientras 

que otros 12 estudios no reportaron diferencia significativa. Sin embargo, los niveles de cobre 

en líquido cefalorraquídeo mostraron altos niveles en personas con EP en comparación con 

los controles101-103. 

 

Interacciones AS y metales. 

 

Como se ha descrito anteriormente, varios estudios epidemiológicos han sugerido que la 

exposición a ciertos metales o la perturbación en el metabolismo de los metales están 

involucrados en el inicio de la neurodegeneración87. Poco después del descubrimiento de la 

AS en su forma fibrilar como el principal componente en los cuerpos de Lewy, varios 

estudios han reportado la unión de metales a la AS, así como sus efectos en la formación de 

fibras.  

 

Por ejemplo, uno de los primeros trabajos demostró que varios metales en el rango de 

milimolar y a pH fisiológico interactúan con la AS induciendo un cambio conformacional104. 

El impacto estructural más notorio sobre la AS se encontró con los iones metálicos: Al3+, 

Cu2+, Fe3+ y Co3+, al ser caracterizada por espectroscopia de dicroísmo circular, mientras que 

al usar el fluoróforo ANS (ácido 8-anilino naftaleno-1-sulfónico), se vio que los iones 

metálicos favorecieron conformaciones parcialmente plegadas y por ende más propensas a 

agregar que la proteína en su estado monomérico.  

 

Otros estudios mostraron también que los iones metálicos en concentraciones del orden 

milimolar, influyen en la agregación de la AS y en la formación de diferentes tipos de 

agregados, por ejemplo, se ha encontrado que el Cu2+ y Zn2+ inducen la auto-oligomerización.  
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Otro grupo, demostró que al interaccionar la AS con Mg2+, Al3+, Ca2+, Fe2+, Co2+, Ni2+, 

Cu2+ y Zn2+ a pH 6.5, el Cu2+ demostró ser el más efectivo en generar oligómeros, mientras 

que el resto de los iones metálicos probados producen una variedad de formas oligoméricas 

sin una generación significativa de la oligomerización neta105. Por otro lado, al monitorear 

mediante microscopía de fuerza atómica (AFM, por sus siglas en inglés: Atomic Force 

Microscopy) la naturaleza de las especies agregadas de AS en presencia de diferentes 

metales, se encontraron 3 clases de efectos: Cu2+, Fe3+ y Ni2+ inducen la formación de 

agregados en forma de partículas esféricas, Mg2+, Cd2+ y Zn2+ inducen oligómeros más 

grandes pero con la misma forma, mientras que Co2+ y Ca2+ indujeron oligómeros aún más 

grandes "en forma de anillo", los cuales son reconocidos como una de las especies más 

neurotóxicas.  

 

Posteriormente, trabajos más detallados de Claudio O. Fernández, Andrés Binolfi et al., 

demostraron mediante ensayos de agregación in vitro que los iones divalentes Ni2+, Co2+, 

Mn2+, Fe2+ y Cu2+ afectan la agregación de la AS, siendo el Cu2+ el que acelera más su 

agregación en condiciones fisiológicamente relevantes y en concentraciones micromolares9. 

 

Los estudios anteriores sugirieron que, a pesar de la aparente falta de especificidad de la 

unión de la AS a metales, el impacto de los metales en los diferentes agregados de la AS está 

altamente determinado por la naturaleza del metal. La explicación a los cambios 

conformacionales y la formación de estados parcialmente plegados fue atribuida a la 

interacción del C-terminal de la AS con carga negativa (debido a la presencia de residuos 

como Asp y Glu) con la carga positiva de los iones metálicos. 

 

La especificidad de la interacción de la AS con metales entonces fue dirigida hacia 

elucidar la región o regiones donde se unían los metales al C-terminal, encontrando que 

diferentes metales se unen alrededor de los aminoácidos 119 a 124 cuya secuencia es 

119DPDNEA124, pero lo hacen con baja afinidad, es decir con una constante de disociación 

(Kd 10-3 M), la cual fue determinada por diferentes técnicas espectroscópicas de RMN y 

absorción electrónica9, 106. 
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Por el contrario, el dominio extremo N-terminal de la AS muestra especificidad hacia el 

Cu2+. Diversas investigaciones han mostrado que el Cu2+ se une a la forma soluble de la 

proteína AS, tanto en el extremo N-terminal (con mucha mayor afinidad con respecto al C-

terminal) y al extremo C-terminal106, 107, mientras que a la forma unida a membrana sólo al 

extremo N-terminal108. Incluso, se ha demostrado que Cu1+ se une a la forma fisiológica N-

acetilada de AS afectando tanto la unión a membrana y la agregación109.  

 

Otro estudio pudo identificar tres sitios de unión a Cu2+ a la proteína AS, dos de ellos con 

muy alta afinidad, en condiciones de relevancia fisiológica106. De acuerdo con estudios de 

unión a Cu2+ de la proteína seguidas por RMN en dos dimensiones (HSQC, Heteronuclear 

Single Quantum Correlation, por sus siglas en inglés) los primeros residuos afectados por la 

adición de Cu2+ corresponden a los aminoácidos en el extremo amino terminal y la región 

alrededor de la Histidina 50. Todo lo anterior coloca al cobre como el metal con mayor 

relevancia fisiológica con la AS y por ende con la etiología de la EP. 

 

Estrés Oxidativo en la enfermedad de Parkinson. 

 

 El estrés oxidativo puede definirse como el desequilibrio entre la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés reactive oxygen species)110, 111 

y la capacidad de la célula para defenderse contra ellos a través de un conjunto de 

antioxidantes y enzimas desintoxicantes.  

 

 Las ROS son moléculas que pueden participar en múltiples reacciones y que incluyen 

a diversas especies como el oxígeno singulete (1O2), el radical hidroxilo (OH•), el anión 

superóxido (O2
•-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2)112. Por otro lado la célula tiene como 

medio de defensa a diversas biomoléculas por ejemplo, a la familia de las superóxido 

dismutasas (SODs)113,  a la catalasa y el glutatión. En el caso de las SODs, su función es 

dismutar el anión superóxido a peróxido de hidrógeno. Estas SODs usan diversos metales 

(Cu, Mn, Zn) como cofactores en el sitio activo para llevar a cabo la dismutación del O2
•- 

para producir O2 y H2O2. Como resultado del desbalance entre la producción de ROS y su 

eliminación surge el estrés oxidativo causando modificaciones irreversibles provocando 
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peroxidación de lípidos, oxidación de proteínas, oxidación de ADN y ARN, así como 

eventual muerte celular114-116. Las SODs son tan importantes para la vida que en un 

experimento donde se pudieron obtener ratones knockout que carecían de la enzima MnSOD 

la mayoría de los ratones murieron dentro de los 10 días posteriores al nacimiento, con 

anomalías cardíacas, acumulación de grasa en el hígado y el músculo esquelético, acidosis 

metabólica y daño mitocondrial grave en el corazón117. 

 

 El estrés oxidativo es un factor común en las enfermedades neurodegenerativos como 

el Alzheimer, encefalopatía espongiforme bovina, Hungtinton y la EP, siendo una 

consecuencia de la progresión de estas enfermedades. En el caso de la EP, se han observado 

una serie de fenómenos asociados al estrés oxidativo. Por ejemplo, se encontró que los 

niveles de ácidos grasos poliinsaturados (un índice de la cantidad de sustrato disponible para 

la peroxidación lipídica) se redujeron en la SNpc en comparación con otras regiones del 

cerebro de personas de la misma edad sanas y con EP. Sin embargo, los niveles de 

malondialdehído basal (MDA, un intermediario en el proceso de peroxidación lipídica) se 

incrementaron hasta 10 veces en la SNpc en comparación con otras regiones cerebrales118. 

También, se encontró una pérdida selectiva de glutatión en su forma reducida (GSH) en la 

SNpc (40% en comparación con los sujetos control), pero no en otras partes del cerebro119. 

Esta disminución es uno de los primeros cambios bioquímicos que se han observado en la 

enfermedad, y da como resultado una caída selectiva en la actividad del complejo I 

mitocondrial, otra característica de la EP120. Por otro lado, se ha observado un aumento 

sustancial en los niveles de SOD en la SNpc y los ganglios basales en pacientes con EP121. 

 

 El estrés oxidativo ya ha sido probado en modelos de Parkinson, por ejemplo, en el 

caso del modelo producido por 1-metil-4-fenil1,2,3,6-tetrahidropiridinio (MPTP). Se 

demostró que la enzima NADPH-oxidasa (principal enzima productora de ROS durante la 

inflamación), está incrementada en la SNpc de humanos y de ratones. Estos cambios 

coinciden con la producción local de ROS, activación microglial y pérdida neuronal 

observada después de las inyecciones de MPTP. Los ratones mutantes knock out en NADPH-

oxidasa exhiben menos pérdida neuronal de DA de SNpc y oxidación de proteínas que sus 

compañeros de camada después de las inyecciones de MPTP122. 
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 Por otra parte, las especies reactivas de nitrógeno (RNS) son moléculas que incluyen 

al óxido nítrico (NO•), el radical dióxido de nitrógeno (NO2) y el peroxinitrito (ONOO-)que 

se forma a partir de la reacción entre el anión superóxido con el NO123. Por otro lado el 

peroxinitrito se descompone en radical OH•, el radical NO2
• y catión NO2

+, los cuales son 

moléculas capaces de dañar las células nerviosas124. 

 

 Los metales como el Cu, Fe, Mn o Zn son metales esenciales que tienen tanto efectos 

positivos como negativos en la salud. Pueden mencionarse sus efectos positivos diversos al 

ser parte de los sitios activos de las SODs catalizando reacciones redox para disminuir el 

estrés oxidativo. Además, cuando la homeostasis de estos metales es alterada puede causar 

pérdida de función en ciertas metaloproteínas o inducir su agregación o incluso la producción 

de ROS125. 

 

 Un ejemplo de conexión entre los metales, el estrés oxidativo y la neurodegeneración 

es el caso de la enfermedad de Alzheimer. Una de las características principales es la 

formación de placas amiloides, donde el componente mayoritario es un péptido denominado 

beta amiloide (A) el cual resulta de la proteólisis de la proteína precursora amiloide 

(APP)126. Se ha medido la toxicidad del A y se ha encontrado que forma peróxido de 

hidrógeno e incluso radical hidroxilo cuando es incubado con Fe en una reacción tipo 

Fenton127. Muchos estudios han mostrado la participación de metales en el desarrollo de la 

enfermedad de Alzheimer128-130. Incluso se ha propuesto que la Met35 del péptido A (1-42) 

es un residuo crítico para su toxicidad y el estrés oxidativo, debido a que al remover este 

residuo disminuye la neurotoxicidad y el estrés oxidativo del péptido A (1-42)131, 132. 

Además analizando la química redox del azufre en la cadena lateral de la Met35 éste es 

altamente susceptible a la oxidación, formando el radical MetS•+ y reduciendo el Cu2+ a 

Cu1+.133 

 El radical MetS•+ es capaz de experimentar reacciones muy rápidas con el anión 

superóxido, lo que conduce a la formación de sulfóxido de metionina (MetO). En las placas 

amiloides, una fracción significativa del péptido Aβ tiene la Met35 en forma de MetO134. 

Con respecto a la formación de ROS vía el complejo Cu-Aβ, recientemente se ha propuesto 
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la formación de peróxido mediante el anión superóxido como un intermediario, cuando el 

complejo Cu-Aβ se enfrenta a oxígeno en un medio reductor biológico como el ascorbato.135 

 

 En estudios previos, se ha demostrado que la interacción de la AS con metales puede 

originar la formación de peróxido, David Allsop, demostró en forma in vitro que la AS y un 

fragmento AS (61-95) cuando son incubados con Fe2+ liberan radicales hidroxilos mediante 

una reacción tipo Fenton, donde ocurren las reacciones Fe2+/Fe3+ y Cu1+/Cu2+, lo cual fue 

monitoreado por resonancia paramagnética electrónica (EPR) al usar la técnica de 

atrapadores de spin136, 137. Por otro lado, se encontró que la oxidación de la AS es catalizada 

por cobre en un medio de lípidos, y además en presencia de Cu2+ y H2O2, la AS forma 

oligómeros, que son especies mucho más tóxicas que las fibras138. Entonces la asociación de 

metales a la AS impacta tanto en la agregación de la proteína como en su oxidación y por lo 

consiguiente en su estructura, en el estrés oxidativo y en la formación de los cuerpos de Lewy. 

Como parte de este proceso oxidativo se han encontrado aminoácidos oxidados y formación 

de ditirosinas139. 

 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH• + OH− 

Cu1+ + H2O2 → Cu2+ + OH• + OH− 

  

 Por otro lado, en el cerebro existen especies como el oxígeno molecular y el ácido 

ascórbico que se ha sugerido que pueden reaccionar con los complejos A-Cu2+ generando 

peróxido de hidrógeno. En las siguientes reacciones el ácido ascórbico (AA) está en su forma 

reducida, mientras que DAA corresponde a la forma del ácido ascórbico oxidada, conocido 

como ácido dehidroascórbico. 

AA+ 2βA-Cu2+ + H2O2 → DAA + 2H+ + 2βA-Cu1+ 

2βA-Cu1+ + O2 + 2H+→ 2βA-Cu2+ + 2H2O2 

 

Hierro, estrés oxidativo y EP. 

 

 El hierro juega un papel fundamental en el mantenimiento de varias funciones 

biológicas en todos los organismos vivos, que incluyen el transporte de oxígeno, la 
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respiración mitocondrial, el crecimiento y la diferenciación celular, así como el sitio activo 

de algunas metaloenzimas. Dentro del cerebro, el hierro es crucial para mantener los altos 

requerimientos metabólicos y energéticos de los tejidos neuronales y también participa en 

la síntesis de mielina, síntesis de neurotransmisores, etc. 

 

 La homeostasis del Fe alterada y la disfunción mitocondrial también son 

características de la EP. Si bien no se han encontrado diferencias significativas en los 

niveles de Fe en la sangre, suero y el líquido cefalorraquídeo, el Fe se encuentra 

incrementado en la SN de los pacientes con EP140. La neuromelanina es un pigmento rico 

en Fe que se encuentra en las neuronas dopaminérgicas y se ha sugerido que su presencia 

hace que las neuronas sean vulnerables al daño oxidativo. También se ha propuesto que 

los niveles disminuidos de ceruloplasmina sérica o su oxidación exacerban la acumulación 

de Fe en la EP.  

 

 La acumulación de Fe en la SN podría estar asociada con una liberación no 

funcional de Fe a las mitocondrias141. De hecho, se ha descrito un mecanismo dependiente 

de transferrina/transferrina receptor 2 (Tf/TfR2) para el transporte de Fe a las mitocondrias 

de las neuronas dopaminérgicas, mientras que también se ha implicado un papel de los 

genes Tf y TfR2 en la acumulación de Fe y la disfunción mitocondrial que son 

características en la EP142. 

 

Actividad redox de complejos metal-sinucleína. 

 

 Un estudio espectroscópico demostró que se produce H2O2 durante la incubación del 

péptido A (1-40) con Fe2+ y al mismo tiempo favorece su fragmentación y por consiguiente 

la formación de radicales orgánicos143, detectables por EPR. Los residuos afectados durante 

la oxidación fueron las metioninas. En la figura 10, se presenta un mecanismo donde existe 

la participación de radicales para la oxidación del azufre de la metionina. 
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Figura 10. Fragmentación de la cadena lateral de una metionina oxidada mediante ROS. 

Figura Adaptada.  

  

 Se sabe que las metioninas pueden ser fácilmente oxidadas in vivo por diferentes 

agentes oxidantes como: peróxido de hidrógeno, hipoclorito y peroxinitrito. En el medio 

celular, la química redox de las metioninas es regulada por las metioninas sulfóxido 

reductasas (Msr) las cuales reducen el grupo sulfóxido a sulfuro144 . 

  

 Por otro lado, se ha observado que el Cu2+ es capaz de catalizar la nitración de la 

tirosina, la cual es otra característica observada en las proteínas involucradas en los 

desórdenes neurodegenerativos bajo estrés oxidativo145. En el mecanismo (Figura 11) el 

complejo de Cu2+ mediante una reacción tipo Fenton genera un radical hidroxilo para 

posteriormente reaccionar con radicales provenientes de la ruta de la oxidación del nitrito 

NO2
- al radical •NO2 que al reaccionar con la tirosina favorece la incorporación del grupo 

nitro. La AS humana tiene 4 residuos de tirosina, Tyr39 localizado en el extremo N-terminal 

y los restantes en el C-terminal: Tyr125, Tyr133 y Tyr136. Muchos trabajos han confirmado 

que la formación de nitrotirosina tiene importantes consecuencias en la toxicidad de la AS146. 
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Figura 11. Mecanismo propuesto para la nitración de la Tyr inducido por Cu2+. Figura 

Adaptada147 

 

 Ambos procesos, el de oxidación de metioninas y el de nitración de tirosinas impactan 

en la agregación de la AS. Por ejemplo, se ha visto que, en el caso de las metioninas, esta 

modificación inhibe el proceso de fibrilización y promueve la formación de oligómeros, 

siendo incluso dependiente del número de metioninas oxidadas. También se ha visto que 

cuando las 4 metioninas están oxidadas la hidrofobicidad de la AS decrece, con lo cual se 

incrementa la polaridad de la proteína completa y por lo tanto cambia la estructura secundaria 

y así formar oligómeros solubles que al acumularse oxiden la dopamina. 

  



 31 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La función fisiológica de las proteínas alfa- y beta- sinucleínas aún no se ha elucidado. 

La AS es el principal componente proteico en los cuerpos de Lewy, asociados a 

neurodegeneración en la enfermedad de Parkinson. Cuando se inició este proyecto, se tenía 

evidencia de que los iones metálicos podían acelerar la agregación amiloide de la AS, siendo 

el cobre el que causaba un efecto más grande. Sin embargo, se desconocía cómo éste, y otros 

metales, se coordinan a la AS y a su proteína homóloga BS. Dado que las interacciones cobre-

AS y cobre-BS son importantes, tanto a nivel fisiológico, como patológico, en este proyecto, 

se plantearon las siguientes preguntas: ¿Cuántos de sitios de unión a  Cu2+ presenta la AS a 

lo largo de su secuencia? ¿Será posible modelar estos sitios mediante fragmentos peptídicos? 

Dada la homología entre AS y BS ¿Se parecen los sitios de unión a cobre entre estas dos 

proteínas? ¿Cuál es la mínima secuencia necesaria para modelar cada sitio de unión? ¿Estos 

sitios presentan actividad redox?¿Existe alguna relación entre la actividad redox de los sitios 

y las modificaciones oxidativas que sufre la AS? Estas preguntas serán resueltas desde el 

punto de vista de la química bioinorgánica. 
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HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 

 

Las proteínas AS y BS tienen sitios independientes y específicos de unión a Cu2+, que 

involucran al grupo N- terminal y la única histidina en sus secuencias. Fragmentos peptídicos 

de estas proteínas pueden constituir un buen modelo de los sitios de unión al metal, porque 

las sinucleínas son proteínas intrínsecamente desordenadas. De acuerdo con su secuencia, la 

unión de Cu2+ al extremo N-terminal y al sitio de histidina dará lugar a complejos con esferas 

de coordinación muy similares entre las proteínas AS y BS. La presencia de metioninas en el 

sitio del extremo N-terminal favorecerá la reducción de Cu2+ a Cu1+, siendo este efecto mayor 

para la BS (contiene tres metioninas) que para la AS (contiene 2 metioninas). La reactividad 

de los complejos de Cu1+ con oxígeno puede dar lugar a eventos de oxidación sobre estas 

proteínas. El estudio de los complejos de Cu2+ con las sinucleínas es importante para entender 

algunas de las características patológicas de la enfermedad de Parkinson. 
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar los sitios de unión a Cu2+ en las proteínas AS y BS. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

 

• Estudiar los sitios de coordinación de Cu2+ en las proteínas AS y BS mediante 

diversas técnicas espectroscópicas, como dicroísmo circular, absorción electrónica en 

la región UV-Vis y resonancia paramagnética electrónica. 

• Elucidar la esfera de coordinación de Cu2+ en el sitio del N terminal de la AS. 

• Evaluar el rol de las metioninas 1 y 5 en la coordinación a Cu2+ en el N-terminal y su 

química redox. 

• Caracterizar cinéticamente la reducción y reoxidación del complejo Cu-AS (1-6) y 

compararlo con el complejo Cu-BS(1-15). 

• Estudiar la reactividad frente a oxígeno del complejo reducido Cu1+-AS y caracterizar 

los productos de la reoxidación. 

• Estudiar y comparar los sitios de unión de Cu2+ a las histidinas de la AS y BS. 
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CAPÍTULO 1. LOS SITIOS DE UNIÓN A Cu2+ EN LA PROTEÍNA ALFA-

SINUCLEÍNA 

 

SECCIÓN 1.1 Identificación de sitios de coordinación a Cu2+ en la proteína AS 

 

 Con el objetivo de identificar los sitios de unión a Cu2+ en la proteína AS, se realizaron 

titulaciones de la proteína AS con Cu2+, seguidas por resonancia paramagnética electrónica 

(EPR por sus siglas en inglés) y dicroísmo circular electrónico (CD por sus siglas en inglés). 

 

 La proteína AS fue titulada con Cu2+, la cual fue monitoreada por EPR a pH 7.5. En 

la titulación se observa un conjunto de señales (indicados en la Figura 1, como el juego de 

señales A) con valores gz=2.25 y Az=184 G, los cuales indican una coordinación ecuatorial 

2N2O de acuerdo con las gráficas de Peisach y Blumberg (Ver Anexo A1)148. Después del 

primer equivalente de Cu2+, se observa un segundo conjunto de señales (indicados como el 

juego de señales B, Figura 1), cuyos valores gz=2.32 y Az=157 G indican una coordinación 

1N3O. Finalmente, entre 2 y 3 equivalentes de Cu2+, aparece un tercer juego de señales 

(indicados como C, Figura 1), con valores gz=2.36 y Az=137 G, que indican un modo de 

coordinación 4O. Cada juego de señales indica un modo de coordinación independiente del 

Cu2+ unido a la proteína AS. A mayor concentración de cobre, aparecen señales que 

corresponden al Cu2+ en solución (datos no mostrados), indicando que la proteína AS 

coordina hasta 3 equivalentes de Cu2+ a pH 7.5 

 

 Estos resultados indican que la AS tiene 3 sitios independientes de unión a Cu2+, con 

modos de coordinación diferentes: el sitio 1, de mayor afinidad, tiene un modo de 

coordinación 2N2O; el sitio 2 tiene un modo 1N3O, mientras que para el sitio 3 el modo de 

coordinación es rico en ligantes basados en oxígeno (4O). De la química de coordinación de 

Cu2+ en sistemas biológicos se sabe que los ligantes comunes son los que están basados en 

oxígeno, azufre y nitrógeno y que provienen de las cadenas laterales de los aminoácidos como 

cisteína, metionina en el caso del azufre, histidina en el caso del nitrógeno y el grupo 

carboxilato de aminoácidos como aspártico para el oxígeno. 
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 Figura 1. Titulación de la AS en solución amortiguadora MOPS 20 mM, 100mM 

NaCl a pH 7.5, adicionando Cu2+ de 0.25 (negro) a 3 equivalentes (rojo), cada 0.25 

equivalentes, seguida por EPR Banda-X a 150 K. El juego de señales denotadas como “A” 

corresponden a valores gz=2.25; Az=184 G; mientras que las señales “B” corresponden a 

valores gz=2.32; Az=157 G y finalmente las señales en “C” gz=2.36 y Az=137 G. 

 

 Para complementar la caracterización de los sitios de unión a Cu2+ en la proteína AS, 

se realizó la titulación seguida por dicroísmo circular. El espectro de CD de la titulación de 

la AS con Cu2+ en solución amortiguadora MES a pH 7.5, se caracteriza por la aparición 

hasta 1 equivalente de una banda d-d positiva a 16900 cm-1 (Δε=0.22 M-1cm-1), mostrado en 

el espectro rojo en la Figura 2, también muestra una banda negativa de transferencia de carga 

de ligante a metal (LMCT) a 33000 cm-1 (Δε=-1.1 M-1cm-1), originada por una amida 

desprotonada [(N-)-Cu, 295 - 315 nm], mientras que la transición a 42600 cm-1 podría ser 

asignada a una LMCT del grupo NH2 terminal a Cu2+. En la literatura existen reportes para 

las transiciones asociadas a bandas LMCT que se originan debido a la coordinación del grupo 

NH2-terminal al Cu2+, los valores varían en el rango de 245-278 nm149-152. Para la banda 

LMCT asociada a la interacción del Cu2+ con una amida desprotonada de la cadena peptídica 

[(N-)-Cu], normalmente aparecen en el rango de 295-315 nm150. 
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 Figura 2. Titulación de la AS seguida por CD en solución amortiguadora MES a pH 

6.5, adicionando Cu2+ de 0.25 (negro) a 3 equivalentes (verde), cada 0.25 equivalentes, a 

temperatura ambiente. La flecha en color negro denota el juego de señales del primer sitio, 

mientras que, en color rosa, denota al segundo sitio. Se remarcan los espectros de los 

complejos de AS con Cu2+: 1 equivalente (rojo), 2 equivalentes (azul) y 3 equivalentes 

(verde). 

 

 Después de la adición de 1 equivalente de Cu2+, se observa el crecimiento de un 

segundo juego de señales formado por: una banda d-d positiva a una energía de 19000 cm-1 

(Δε=0.201 M-1cm-1), un hombro a 28300 cm-1 (Δε=0.201 M-1cm-1) una banda de transferencia 

de carga positiva a 38 235 cm-1 (Δε=0.925 M-1cm-1), la cual corresponde a Cu2+ unido al 

nitrógeno del anillo imidazol de la Histidina (2), [(NIm)-Cu, 245 - 260 nm]. Por último, 

después de la adición de más de 2 equivalentes de Cu2+ ya no se observan cambios en los 

espectros de CD, lo cual sugiere que el sitio 3 no da lugar a señales en el CD, es decir, no es 

un complejo quiral de Cu2+.  

  

 Para entender estos resultados, de diferentes estudios de complejos de Cu2+ con este 

tipo de ligantes se conoce que la interacción de un grupo imidazol con este ion metálico da 

lugar a tres transiciones tipo LMCT149-151:  
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NIm σ → Cu a 45454 cm-1 (220 nm) 

NIm 1→ Cu entre 35714 - 28985 cm-1 (280-345 nm) 

NIm 2→ Cu entre 40800 - 38500 cm-1 (245-260 nm) 

 

 Por último, para completar la caracterización se realizó la titulación de la proteína 

completa AS, seguida por absorción electrónica en la región del UV-Vis, hasta 3 equivalentes 

(Figura 3), donde se muestra claramente que la adición de Cu2+ ocasiona el crecimiento de 

una señal poco intensa a 35714 cm-1 (280 nm), que corresponde a la absorción del enlace 

amida y también se observa mucho menos intensa una banda d-d a 16393 cm-1 (610 nm), que 

crece de 0 a 3 equivalentes (acercamiento en Figura 3). Debido a que la definición de las 

transiciones electrónicas AS-Cu2+ en el espectro de absorción son poco intensas, en parte a 

que una transición d-d es prohibida por dipolo eléctrico, es conveniente usar dicroísmo 

circular Electrónico para resolver las transiciones de las interacciones metal proteína, de tal 

forma que se puede apreciar el crecimiento de señales diferentes dependiendo de la cantidad 

de Cu2+ añadida al péptido, tal como se observa en la Figura 2 en la región d-d del espectro. 

  

 En conjunto, los resultados de EPR y CD indican que existen tres sitios de unión a 

Cu2+ en la proteína AS. El sitio 1 corresponde al sitio de mayor afinidad y está caracterizado 

por un modo de coordinación ecuatorial 2N2O, una banda d-d positiva a 16900 cm-1 y dos 

LMCT negativas a 33000 cm-1 y 42600 cm-1, que sugieren coordinación a amidas 

desprotonadas y un grupo NH2-terminal. El sitio 2, corresponde a un modo de coordinación 

1N3O, y presenta una banda d-d- positiva a 19000 cm-1 y una LMCT negativa a 33000 cm-1 

que sugiere la participación de una histidina en la coordinación del metal. Por último, el sitio 

3 corresponde un modo de coordinación rico en oxígenos (4O), y no presenta señales en CD, 

lo cual sugiere que se trata de un complejo de Cu2+ no quiral, en el que participan 

posiblemente ligandos basados en oxígeno como grupos carboxilato y moléculas de agua.  
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Figura 3. Titulación de la AS seguida por absorción electrónica en solución amortiguadora 

MES a pH 6.5, adicionando Cu2+ de 0.2 (negro) a 3 equivalentes (rojo), cada 0.2 equivalentes, 

a temperatura ambiente. Los espectros en color negro son de 0.2 a 1 equivalentes, mientras 

que en azul de 1.2 a 2 equivalentes, y en rojo de 2.2 a 3 equivalentes. 
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SECCIÓN 1.2 Evaluación del papel de la Histidina 50 en la unión de Cu2+ a la AS 

 

 El cobre que se encuentra unido a la mayoría de las proteínas está coordinado a las 

cadenas laterales de las histidinas, cisteínas y metioninas, ya que el ion Cu2+ puede 

coordinarse vía los átomos de azufre, oxígeno o nitrógeno de dichos aminoácidos. Por otro 

lado, la proteína AS contiene una única histidina en la posición 50, incluso este residuo es 

conservado en la proteína homóloga la beta-sinucleína, pero en la posición 65. Para 

caracterizar la unión de cobre a la proteína AS, se dispuso de una variante de la AS con la 

mutación H50A, donde la Histidina de la posición 50 es reemplazada por Alanina, esto con 

el fin de evaluar si uno de los nitrógenos que participa en el sitio de coordinación proviene 

del anillo imidazol de la cadena lateral de la histidina (Figura 4). 

 

Figura 4. Representación de los aminoácidos en una cadena peptídica: histidina (derecha) y 

alanina (izquierda), haciendo énfasis en sus cadenas laterales. 

 

 La proteína AS_H50A fue titulada con Cu2+ a pH 7.5 y monitoreada por EPR, y en la 

Figura 5 se muestra que con la adición del metal crece un conjunto de señales en el espectro 

con valores gz=2.24 y Az=181 G, los cuales indican una coordinación 2N2O. Este juego de 

señales es idéntico a las del sitio 1, el cual ya se había identificado en la proteína nativa, la 

cual contiene la His50. Este resultado indica que este residuo no participa en la esfera de 

coordinación del sitio 1. Una vez saturado el primer sitio, se observa el crecimiento de un 

segundo juego de señales con valores gz=2.35 y Az=139 G, los cuales indican una 

coordinación de 4O. Cabe resaltar, que estas señales tienen valores a los observados para el 

sitio 3 en la proteína AS nativa, y que en ningún momento de la titulación se observaron las 
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señales de EPR asociadas al sitio 2 en la AS nativa. Estos resultados sugieren que la His50 

podría participar como ligante ecuatorial para el sitio 2, que tiene el modo de coordinación 

3N1O y que no participa en el sitio 1, ni en el sitio 3. 

 

 Figura 5. Titulación de AS_H50A con Cu2+ de 0 (rojo) a 2 equivalentes (azul) de 

0.25 en 0.25 equivalentes seguida por EPR Banda-X a 150 K. Las señales “A” corresponden 

a las del sitio 1, mientras que el juego de señales “B” a las del sitio 3. 

 

1.2.2. Comparación entre la AS y la AS H50A. 

 

 Para complementar la caracterización, se comparó el sitio 1 de Cu2+ de la proteína AS 

y de la AS H50A, por EPR y por CD.  Para hacer una comparación de 2 o más espectros por 

EPR, es adecuado hacer esta comparación usando el valor g, en lugar del campo magnético 

En la Figura 6, se observa que el sitio es el mismo, con valores gz= 2.25 y Az= 184 G, los 

cuales correlacionan para el mismo modo de coordinación 2N2O.  
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Figura 6. Comparación de los espectros de EPR Banda-X de los complejos de la AS (rojo) 

y AS_H50A (negro) con Cu2+ en solución amortiguadora MOPS 20 mM, 100mM NaCl a pH 

7.5 con un equivalente de Cu2+, a 150 K. 

  

 Cabe mencionar que en ambas proteínas el complejo de Cu2+, que se muestra en la 

comparación por EPR es un complejo en relación de 1:0.9 equivalentes, para evitar saturar 

el sitio y que aparezcan señales debido a otro sitio de coordinación.  

 

 En la Figura 7, al graficar los complejos de Cu2+ de ambas proteínas a la misma 

concentración, se observa que los espectros de CD se caracterizan por la presencia de dos 

bandas con la misma intensidad y en la misma energía: una banda d-d positiva a 16900 cm-1 

(Δε=0.22 M-1cm-1) y una banda negativa de transferencia de carga de ligante a metal (LMCT) 

a 33000 cm-1 (Δε=-1.1 M-1cm-1), 
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Figura 7. Comparación de los espectros de CD de los complejos de Cu2+ con la AS (rojo) y 

la variante AS_H50A (negro) en solución amortiguadora MOPS 20 mM, 100mM NaCl a pH 

7.5, con un equivalente de Cu2+. 

 

 Para caracterizar la especificidad de la unión de cobre a la proteína AS, se dispuso de 

una variante de la AS con la mutación H50A y además sin el extremo C-terminal, es decir su 

estructura comprende los primeros 108 residuos de los 140 de la estructura completa, a la 

cual llamaremos AS (1-108) H50A; esto con el fin de determinar dónde se encuentra el sitio 

de unión a Cu2+ en la proteína completa al no tener el C-terminal ni la presencia de la His50.  

 

 De estudios anteriores, se sabe que una sección del C-terminal de la AS, interactúa 

con el extremo N y con cierta parte de la región del NAC (85-95). Estas interacciones a larga 

distancia previenen la oligomerización espontánea de la AS y son importantes en el 

entendimiento de los procesos de agregación. Por lo tanto, entender la interacción específica 

de cobre a alguna de estas regiones nos puede dar idea del papel del cobre en este tipo de 

interacciones y de la agregación misma. Al comparar el sitio de unión a Cu2+ en la proteína 

completa con el complejo formado con AS (1-108) H50A (Figura 8) a la misma 

concentración de cobre y a pH 6.5, se observa que el sitio es casi idéntico.  
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 Los parámetros EPR para el sitio extraídos del espectro en azul de la Figura 8, tiene 

valores gz=2.23 y Az=193 G, los cuales correlacionan para el mismo modo de coordinación 

2N2O del sitio 1 en la proteína  

 Figura 8. Comparación de los espectros de EPR Banda-X de los complejos de la AS 

(rojo) y AS (1-108) H50A (azul) con Cu2+ en solución amortiguadora MOPS 20 mM, 100mM 

NaCl a pH 765 con 0.5 equivalentes de Cu2+, a 150 K. 

 

 De la comparación anterior, se puede concluir que el sitio 1 de la proteína AS se 

encuentra en la región del extremo N-terminal. Nuestra observación coincide con lo 

investigado por el grupo del Dr. Claudio O Fernández, ya que al mapear la interacción de la 

AS nativa con concentraciones que van de 0 a 60 M de Cu2+ a pH 6.5 mediante una serie 

de experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN) HSQC 1H-15N, se observaron 

cambios en los residuos 3-9 y 49-52 y otros cambios menos significativos en los residuos 

110-140106. Asimismo, esto es consistente con nuestros resultados de la caracterización 

mediante EPR, CD y UV, ya que encontramos 3 sitios independientes. También, el Dr. 

Fernández y colaboradores determinaron la dependencia del sitio 1 en un rango de pH 5 a 

6.5, encontrando que el Cu2+ no se une al sitio 1 a valores de pH por debajo de 5.  
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 De la misma manera, concluyeron por RMN los cambios en los residuos 3-9 y 49-52 

son de la misma magnitud, lo cual también es consistente con nuestros resultados de CD y 

EPR, donde se observa que existen dos sitios de alta afinidad por Cu2+, siendo el sitio 1 el de 

mayor afinidad.  

 

 En general, de acuerdo con la caracterización espectroscópica de las proteínas AS, 

H50A y AS CT H50A, se concluye que el sitio 1 es el sitio de anclaje a Cu2+ en el extremo 

N-terminal y que este sitio aparece primero, teniendo un modo de coordinación 2N2O. 

Además, la His50 participa en otro sitio independiente al cual denominamos sitio 2 con un 

modo de coordinación 1N3O. Mientras que el sitio que aparece después de llenarse el sitio 1 

y 2 lo llamaremos sitio 3, el cual tiene un modo de coordinación 4O. En particular, el grupo 

de Claudio O Fernández encontró que el sitio 3 está asociado a residuos en la región C-

terminal, incluyendo a los residuos Asp121, Asp129, Asn122 y Glu123, donde los átomos 

donadores son los oxígenos de las cadenas laterales de estos aminoácidos para completar el 

modo 4O observado mediante EPR. Por lo anterior, y dado que el sitio 1 es el sitio de mayor 

afinidad por Cu2+, se procederá a caracterizar la esfera de coordinación del metal en este sitio. 

 

SECCIÓN 1.3. Evaluación del papel del extremo N-terminal en la unión de Cu2+ a la 

AS 

 

 Dado que la AS es una proteína intrínsecamente desordenada, el estudio de los sitios 

de unión a Cu2+ utilizando péptidos como modelo de la proteína completa es una estrategia 

que ha resultado exitosa. Con el objetivo de identificar los residuos que participan en el sitio 

1 que corresponden a la unión de Cu2+ al extremo N-terminal en la proteína AS, se procedió 

a sintetizar el péptido AS (1-15), el cual tiene la secuencia 1MDVFMKGLSKAKEGV15. En 

el péptido sintético, el grupo amino de la metionina 1 quedó libre, tal como lo encontraríamos 

en la proteína completa y el carboxilo en el C-terminal quedó amidado, ya que usamos esta 

modificación en la síntesis química de péptidos en fase sólida. 

 

 El fragmento AS (1-15) se tituló con cantidades crecientes de Cu2+, con el objetivo 

de conocer la estequiometría y conocer si esta secuencia es capaz de coordinar más de un 
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equivalente. La titulación fue seguida por CD. En la Figura 9, se observa que el espectro se 

caracteriza por la aparición de una banda d-d positiva a 16900 cm-1 (Δε=0.22 M-1cm-1) y una 

banda negativa de transferencia de carga de ligante a metal (LMCT) a una energía de 33000 

cm-1 (Δε=-1.1 M-1cm-1), la cual corresponde a una transición de ligante a metal originada por 

una amida desprotonada [(N-)-Cu, 295 - 315 nm]. Estas transiciones son muy similares a las 

observadas en la proteína completa. Por otro lado, estas señales se saturan después de la 

adición de un equivalente, esto quiere decir que la secuencia AS (1-15) sólo coordina un 

equivalente de Cu2+. 

 

 El AS (1-15) también se tituló con cantidades crecientes de Cu2+ y se siguió por 

espectroscopia de EPR. En la Figura 10, se observa que el espectro se caracteriza por un 

conjunto de señales (A, Figura 10) con valores gz=2.25 y Az=184 G, los cuales indican una 

coordinación ecuatorial 2N2O y que también corresponde al sitio 1 de la proteína AS. 

Después de un equivalente de Cu2+, aparecen otras señales (azul, Figura 10) que 

corresponden a cobre en solución, es decir metal no coordinado al fragmento, lo cual es 

consistente con lo observado por CD. 

Figura 9. Titulación del péptido AS (1-15) en solución amortiguadora MES a pH 6.5, 

adicionando Cu2+ de 0.2 a 2 equivalentes, cada 0.2 equivalentes, a temperatura ambiente. En 

rojo aparece el espectro del complejo AS (1-15)-Cu2+ en relación 1:1. 
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Figura 10. Titulación del péptido AS (1-15) por EPR, Banda X, en solución amortiguadora 

MES a pH 6.5, adicionando Cu2+ de 0 a 2 (azul) equivalentes, cada 0.25 equivalentes, a 150 

K. En azul, se indican las señales de cobre en solución. 

 

1.3.1 Comparación espectroscópica de los complejos de Cu2+ con AS (1-15), AS y AS 

H50A. 

 

 Para comprobar que el sitio 1 es reproducido fielmente tanto en las proteínas 

completas AS y AS H50A, como en el péptido AS (1-15), se compararon los espectros de 

los complejos formados con Cu2+ tanto por EPR como por CD a 0.8 equivalentes. Se utilizó 

esta concentración de metal con el fin de apreciar bien el sitio y no tener interferencia de 

señales del cobre en solución. Por ejemplo, en la Figura 11, mediante EPR se observa 

claramente que la naturaleza del complejo es la misma en los tres casos. 

 

 A partir de estos datos espectroscópicos, se puede concluir que el sitio 1 de 

coordinación de Cu2+ en la proteína AS se puede reproducir usando sólo los primeros 15 

residuos del extremo N-terminal en la proteína AS. 
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Figura 11. Comparación de los espectros EPR, Banda X a 150 K de los complejos de Cu2+ 

con la AS (rojo), AS H50A (azul) y el AS (1-15) (verde) en solución amortiguadora MES a 

pH 6.5 en relación 0.8:1. 
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SECCIÓN 1.4 Determinación de la secuencia mínima asociada al sitio 1. 

 

 Para identificar los residuos que participan en el modo de coordinación del sitio 1, y 

determinar la secuencia mínima necesaria que reproduzca este sitio de unión, se sintetizaron 

péptidos más pequeños: el péptido AS (1-3) con secuencia MDV y el péptido AS (1-6) con 

secuencia MDVFMK. En ambos péptidos el grupo amino de la metionina 1 quedó libre, tal 

como lo encontraríamos en la proteína completa y el grupo carboxilo en el C-terminal se 

encuentra amidado. 

 

 El AS (1-6) se tituló con cantidades crecientes de Cu2+ siguiendo la titulación por 

EPR. En la Figura 12, se observa que el espectro se caracteriza por un conjunto de señales 

(A, Figura 12), con valores gz=2.25 y Az=184 G, los cuales indican una coordinación 

ecuatorial 2N2O y que también corresponde al sitio 1 de la proteína completa AS. Después 

de un equivalente de Cu2+, aparecen otras señales (línea discontinua, Figura 11), las cuales 

corresponden a cobre en solución, es decir, a cobre no coordinado al fragmento. 

Figura 12. Titulación del péptido AS (1-6) en solución amortiguadora MES a pH 6.5, por 

EPR, Banda X a 150 K, adicionando Cu2+ de 0 (negro) a 2 equivalentes (azul claro), cada 

0.25 equivalentes. En rojo, aparece el espectro del complejo AS (1-6)-Cu2+ en relación 1:1. 

En asteriscos azules, se indican las señales que corresponden a cobre en solución. 
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 Debido a que las señales son débiles en el espectro de absorción UV-Vis, la definición 

de las transiciones electrónicas es más fácil por CD. El AS (1-6) se tituló con cantidades 

crecientes de Cu2+ (Figura 13), para reproducir el sitio 1 del AS (1-15). El espectro CD del 

complejo del AS (1-6) con Cu2+ a pH 7.5 está caracterizado por la presencia de una banda d-

d positiva a 16300 cm-1 con un Δε=0.28 M-1cm-1, una banda negativa de transferencia de 

carga a 33600 cm-1 (Δε=-1.1 M-1cm-1) que corresponde a una transición LMCT de una amida 

desprotonada y una banda negativa a 43500 cm-1 (Δε=-5.88 M-1cm-1) que corresponde a una 

transición LMCT del grupo amino. 

 

Figura 13. Titulación del péptido AS (1-6) en solución amortiguadora MOPS a pH 7.5, con 

Cu2+ de 0.2 a 2 equivalentes, cada 0.2 equivalentes, a temperatura ambiente. En rojo aparece 

el espectro del complejo AS (1-6)-Cu2+ en relación 1:1. 
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 El péptido AS (1-6) también se tituló con cantidades crecientes de Cu2+ a pH 7.5, 

siguiendo la titulación por absorción electrónica en la región UV-visible. El espectro de 

absorción del complejo formado (Figura 14, ampliación en la parte superior, en rojo) muestra 

que la adición de cobre ocasiona el crecimiento de una transición poco intensa 

aproximadamente a 16400 cm-1 (610 nm, ε=64 M-1cm-1). Sin embargo, el sitio se satura 

después de un equivalente de cobre. 

Figura 14. Titulación del péptido AS (1-6) en solución amortiguadora MOPS a pH 7.5, con 

Cu2+ de 0.1 a 1 equivalentes, cada 0.1 equivalentes, a temperatura ambiente. En rojo aparece 

el espectro del complejo AS (1-6)-Cu2+ en relación 1:1. 

  

 También se caracterizó el fragmento AS (1-3) con las mismas técnicas 

espectroscópicas, con el objetivo de determinar los residuos mínimos para reproducir la 

esfera de coordinación completa del sitio 1 que está presente en la proteína completa. 

 

  



 51 

 El complejo AS (1-3)-Cu2+ se evaluó por EPR en relación equimolar. En la Figura 15, 

se observa que el espectro se caracteriza por el mismo conjunto de señales que corresponde 

al sitio 1 de la proteína completa AS (gz=2.25; Az=184 G), los cuales indican una 

coordinación ecuatorial 2N2O. Después de un equivalente de Cu2+, aparecen otras señales 

(no mostrado), las cuales corresponden al cobre en solución, es decir sin coordinarse al 

fragmento. 

 

Figura 15. Espectro EPR, banda X a 150 K, del AS (1-3)-Cu2+ en solución amortiguadora 

MOPS a pH 7.5, a temperatura ambiente. Complejo AS (1-3)-Cu2+ en relación 1:1. 

 

 El AS (1-3) se tituló con cantidades crecientes de Cu2+, siguiendo la titulación por 

CD. El espectro CD del complejo del AS (1-3) con Cu2+ a pH 7.5 está caracterizado por la 

presencia de una banda d-d positiva a 16300 cm-1 con un Δε=0.21 M-1cm-1, una banda 

negativa de transferencia de carga a 33600 cm-1 (Δε=-0.9 M-1cm-1) que corresponde a una 

transición LMCT de una amida desprotonada y otra banda negativa a 43500 cm-1 (Δε=-2.88 

M-1cm-1) que corresponde a una LMCT del grupo amino. Después de un equivalente, el sitio 

de unión se satura, como se observa en el espectro en azul en la Figura 16. 
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Figura 16. Titulación del péptido AS (1-3) en solución amortiguadora MOPS a pH 7.5, con 

Cu2+ de 0 a 2 equivalentes, cada 0.2 equivalentes, a temperatura ambiente. En rojo aparece 

el espectro del complejo AS (1-3)-Cu2+ en relación 1:1, mientras que en azul en relación 1:2. 

 

 Asimismo, el fragmento AS (1-3) se tituló con cantidades crecientes de Cu2+ a pH 

7.5, seguida por absorción electrónica. El espectro de absorción del complejo formado 

(Figura 17, en la ampliación en la parte superior, banda d-d característica) muestra que la 

adición de cobre ocasiona el crecimiento de una transición poco intensa aproximadamente a 

una energía de 16400 cm-1 (610 nm, ε=64 M-1cm-1) hasta un equivalente. Después de seguir 

añadiendo más cobre el sitio se satura y no crece más. En la Figura 17, se hace una ampliación 

de la banda d-d y se nota el crecimiento continuo de esta banda153. 
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 Figura 17. Titulación del péptido AS (1-3) en solución amortiguadora MOPS a pH 

7.5 mediante absorción electrónica, con Cu2+ de 0 a 1 equivalentes, cada 0.1 equivalentes, a 

temperatura ambiente. En rojo aparece el espectro del complejo AS (1-6)-Cu2+ en relación 

1:1. 

 

 Después de hacer la caracterización espectroscópica se concluye que los primeros 3 

aminoácidos son suficientes para que el Cu2+ se una al extremo N-terminal de la AS. 

Asimismo, se compararon los espectros de varios de estos fragmentos con las proteínas 

completas para asegurar que todos los péptidos sintéticos modelan el sitio 1. Al comparar los 

espectros de CD de los complejos de cobre con los péptidos AS (1-15), AS (1-6) y AS (1-3) 

con el espectro asociado al sitio 1 de la AS (Figura 18), se observan prácticamente las mismas 

señales en todos los casos: una banda d-d positiva a 16000 cm-1, una banda negativa LMCT 

a 33600 cm-1 asociada a amidas desprotonadas, y otra banda negativa a 43500 cm-1, asociada 

a una LMCT del grupo extremo N-terminal al cobre.  
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Figura 18. Comparación de los espectros CD en solución amortiguadora MOPS a pH 7.5, 

de los complejos de Cu2+ con AS (rojo), AS (1-15) en azul, AS (1-6) en verde y AS (1-3) en 

negro. Los complejos están en relación 1:0.9 de péptido con respecto a Cu2+. 

  

1.4.1 Comparaciónespectroscópica de los complejos de Cu2+ con AS H50A, AS (1-15), 

AS (1-6) y AS (1-3). 

 

 Por absorción electrónica, los complejos de Cu2+ con los péptidos AS (1-15), AS (1-

6), AS (1-3) y las proteínas AS y ASH50A muestran una banda característica del complejo a 

610 nm (datos no mostrados). Por otro lado, al hacer la misma comparación por EPR, se 

observa el mismo modo de coordinación en todos los casos. En la Figura 19, se muestra que 

los complejos de los péptidos en relación estequiométrica 1:0.9 reproducen el sitio 1 del 

extremo N-terminal encontrado en las proteínas AS y AS H50A pues sus valores gz=2.25 y 

Az=184 G, corresponden al mismo modo de coordinación ecuatorial. 
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 Figura 19. Comparación de los espectros de EPR banda X de los complejos de Cu2+ 

con los péptidos: AS (1-3) en rojo, AS (1-6) en azul marino, AS (1-15) en negro y la proteína 

AS H50A (verde) en solución amortiguadora MOPS a pH 7.5, a temperatura ambiente. En 

todos los casos, se adicionaron 0.9 equivalentes de Cu2+. 

 

 Con todos los datos espectroscópicos anteriores, se sabe que la secuencia mínima 

necesaria para reproducir el sitio 1 de la AS a pH fisiológico son los primeros 3 residuos que 

se encuentran en el extremo N-terminal de la AS, los cuales son: metionina, aspártico y valina 

(MDV). 
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 Los espectros EPR son complejos y pueden ser interpretados con la ayuda del 

Hamiltoniano (Ecuación 1), donde S es el espín electrónico, I es el espín nuclear, D es el 

tensor de desdoblamiento a campo cero, mientras que g y A son las matrices Zeeman y de 

acoplamiento hiperfino, Q es el tensor de cuadrupolo,  es la razón nuclear giromagnética,  

es el tensor de desplazamiento químico,  es el magnetón de Bohr y B es el campo magnético 

aplicado154, 155. El valor g está asociado al entorno químico alrededor del espín electrónico. 

Para los radicales libres, por ejemplo, el valor g es aproximadamente igual a 2.0023; mientras 

que, para iones de metales de transición con un electrón desapareado, el valor de g puede 

tener pequeñas desviaciones del valor 2. Así como el entorno químico alrededor del electrón 

desapareado puede ser anisotrópico, los valores g también pueden ser anisotrópicos. Esto 

significa que la magnitud del desdoblamiento Zeeman depende de la orientación relativa de 

la molécula con respecto al campo magnético B. Por lo tanto, una especie paramagnética con 

simetría rómbica, es decir, con tres ejes no equivalentes, muestra también 3 diferentes valores 

de g: gz, gy, gx. El núcleo con espín nuclear I cercano a un electrón desapareado causa un 

desdoblamiento hiperfino en una magnitud de 2I +1 señales. Por lo tanto, la magnitud de la 

interacción hiperfina con un núcleo de Nitrógeno será NA y también será dependiente de la 

naturaleza espacial, por lo tanto, será en 3 direcciones si es anisotrópica. 

 

𝐻𝐴 = 𝑺 ∙ 𝐷 ∙ 𝑺 +  𝛽𝑩 ∙ 𝑔 ∙ 𝑺 + 𝑺 ∙ 𝐴 ∙ 𝑰 + 𝑰 ∙ 𝑄 ∙ 𝑰 − 𝛾𝑰 ∙ (1 − 𝜎) ∙ 𝑩 ∙ 𝑰………...Ecuación 1 

 

Para encontrar los parámetros anteriores con precisión, lo adecuado es simular los espectros 

experimentales de EPR con diferentes softwares de simulación. Para obtener todos los 

parámetros del espectro de EPR del sitio 1, se corrigió la línea base y se simuló el espectro 

usando los programas WinEPR SimFonia y XSophe (Bruker)156, con lo cual se obtuvieron los 

parámetros del Hamiltoniano que describen de mejor forma la interacción del Cu2+ a los 

ligandos de Nitrógeno y Oxígeno.  

  

 Los parámetros obtenidos de estas simulaciones de EPR se muestran en la Tabla 1. 

La estructura superhiperfina del nitrógeno en la región perpendicular del espectro puede ser 

simulada considerando la interacción superhiperfina del espín electrónico del cobre con el 

espín nuclear de cada uno de los dos nitrógenos, los cuales no son magnéticamente 
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equivalentes. Estos nitrógenos corresponden al grupo amino de la AS y a una amida 

desprotonada, los cuales forman enlaces con el cobre con diferente grado de covalencia. La 

covalencia de los enlaces Cu-N se puede cuantificar con los datos del espectro simulado que 

se observan en la tabla 1, ya que las interacciones hiperfinas N1A vs N2A son diferentes en sus 

distintas direcciones. 

 

 Los desdoblamientos hiperfinos, que se extraen de los espectros EPR están en 

unidades de campo magnético. La conversión de los valores de A en unidades de frecuencia 

(cm-1), está dada por: A (cm-1) = A (Gauss)*g*4.6686*10-5, donde g es el valor asociado a la 

señal en EPR. Por otro lado, los anchos de banda (L) de las señales desdobladas de EPR, 

también pueden ser expresados en unidades de campo o de frecuencia. 

 

Tabla 1. Parámetros EPR para el complejo AS (1-6)-Cu2+ simulado. 

gx 2.051 

gy 2.059 

gz 2.250 

Ax 19 

Ay 8 

Az 189 
N1Ax 10 
N1Ay 16 
N1Az 10 
N2Ax 15 
N2Ay 13 
N2Az 13 

Lx 11 

Ly 6 

Lz 10 

Los desdoblamientos hiperfinos y anchos de banda están expresados como valores x10-4 

cm-1. 
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CAPÍTULO 2. Elucidación estructural del sitio de unión a Cu2+ en el N   -terminal de 

la AS 

 

SECCIÓN 2.1. Efecto del pH en el sitio de unión a cobre en el extremo N-terminal de la 

AS. 

 

Para evaluar si el sitio 1 de Cu2+ en la proteína AS es dependiente del pH, se evaluaron los 

complejos formados con el AS (1-6) a pH 5.0, 6.5 y 7.5 en relación equimolar. Por CD, se 

observa que el complejo formado a estos 3 diferentes valores de pH muestran las mismas 

transiciones electrónicas que ya se observaron en el AS (1-6), como se observa en la Figura 

20. También, se observó que debajo de pH 4.7 (dato no mostrado) el cobre no se une al 

fragmento peptídico. 

Figura 20. Comparación por CD de los complejos de Cu2+ con AS (1-6) a pH 7.5 (rojo), pH 

6.5 (azul marino) y pH 5.0 (negro), solución amortiguadora MES 20 mM (pH 5.0 y 6.5) y 

MOPS 20 mM a pH 7.5 
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Al caracterizar la dependencia del complejo en función del pH por EPR, se observa que el 

complejo a pH 6.5 y 7.5 se coordina al péptido, (Figura 20, espectros en negro y azul). Los 

valores del conjunto de señales que aparecen tienen gz=2.25 y Az=189 G con modo de 

coordinación 2N2O. Debajo de pH 5 se observa que las señales que dominan el espectro son 

de Cu2+ libre en solución, lo cual indica que la coordinación del péptido por Cu2+ disminuye 

significativamente a un pH bajo, en la Figura 21 se observan las señales en B. 

Figura 21. Comparación del complejo AS (1-6) con Cu2+ por EPR Banda-X a 150 K a pH < 

5.0 (rojo), pH 6.5 (azul marino) y pH 7.5 (negro). En el espectro en rojo se muestran las 

señales que corresponden a Cu2+ en solución. 

* 
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SECCIÓN 2.2 Evaluando el papel del Asp2 en el sitio 1 de la AS. 

 

Con el fin de evaluar el papel del aspartato en posición 2 como ligante en el sitio 1 de la AS 

y su efecto en la coordinación al extremo amino, se sintetizó el péptido AS (1-6) D2A 

(MAVFMK), donde el aminoácido aspártico (Asp, D) es reemplazado por el aminoácido 

Alanina (Ala, A), con el objetivo de bloquear la unión a Cu2+ vía el carboxilato de la cadena 

lateral (Figura 22).   

 

 Figura 22. Representación de los aminoácidos en una cadena peptídica: aspártico 

(derecha) y alanina (izquierda), haciendo énfasis en sus cadenas laterales. 

 

 Durante la adición de Cu2+ en cantidades subestequiométricas se observa el 

crecimiento de un juego de señales hasta 0.25 equivalentes de Cu2+ (Figura 23, espectro en 

azul intenso). Este primer juego de señales tiene un valor g de 2.24 y un acoplamiento 

hiperfino (AII) de 181 G, y corresponde a un modo de coordinación 2N2O, el cual pertenece 

al sitio 1. Después de 0.25 equivalentes aparece una nueva señal a 2600 G (Figura 23, 

espectro en verde) y finalmente después de 0.5 equivalentes hasta 1 equivalente aparecen 2 

nuevas señales a 2840 G y 2965 G, las cuales corresponden a cobre en solución. Esta 

coordinación de Cu2+ a pH 6.5 es menor a la del péptido AS (1-6) ya que se observa que las 

señales de Cu2+ en solución dominan el espectro después de los 0.25 equivalentes. 

 

 Al comparar los espectros de EPR de los dos complejos, al mismo pH 6.5 y con la 

misma cantidad de Cu2+, se observa claramente que el sitio es afectado por la substitución 

del grupo carboxilato que proviene del Asp2. Estos resultados sugieren que el carboxilato es 

un ligante indispensable en el sitio de unión y que, si está ausente, el Cu2+ no se une al 
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extremo N-terminal de la AS. La misma observación ocurre cuando se titula el AS (1-6) D2A 

a pH 7.5 en las mismas concentraciones de Cu2+ con respecto al péptido.  

 

 Figura 23. Titulación del péptido AS (1-6) D2A con Cu2+ de 0 (negro) a 1 

equivalentes (rojo) cada 0.25 equivalentes en solución amortiguadora MES pH 6.5, seguida 

por EPR Banda-X a 150 K. En asteriscos se muestran las señales que corresponden a Cu2+ 

en solución. 

 

 También se evaluó si lo poco que se coordina el Cu2+ al fragmento AS (1-6) D2A es 

dependiente del pH. Como se muestra en la Figura 24, a pH 6.5 se observa que las señales 

de los complejos AS (1-6) D2A son diferentes que las obtenidas con el AS (1-6). El poco 

Cu2+ coordinado lo hace con un modo 2N2O con valores gz=2.23 y Az=188 G, mientras que 

a pH 5.0 se observa que el AS (1-6) D2A no coordina Cu2+, puesto que las señales de Cu2+ 

en solución dominan el espectro desde la primera adición de Cu2+, de ahí su mayor intensidad 

con respecto a los espectros a pH 7.5 y pH 6.5. En resumen, los valores de gz y Az para los 

complejos que se formaron con de Cu2+ del AS (1-6) a los 3 pH son similares entre ellos, 

mientras que los valores para el AS (1-6) D2A a pH 5.0, 6.5 y 7.5, indican una mayor cantidad 

de Cu en solución que pegado al fragmento. 
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 Figura 24. Comparación de los complejos de los péptidos AS (1-6) en rojo y AS (1-

6) D2A en azul con 1 equivalente de Cu2+ en solución amortiguadora MES pH 6.5 por EPR 

Banda-X a 150 K. 

 

 

Figura 25. Comparación del AS (1-6) D2A con 1 equivalente de Cu2+ por EPR Banda-X a 

150 K a pH 5.0 (verde), pH 6.5 (azul marino) y pH 7.5 (negro). Se indican con asteriscos las 

señales de Cu2+ en solución. 
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 Para confirmar el papel clave del Asp2, se caracterizaron los complejos de las 

especies AS (1-6) y AS (1-6) D2A, mediante CD con 1 equivalente de Cu2+. Se observa, que 

la banda de transición d-d característica a 610 nm y la banda negativa de transferencia de 

carga de alta intensidad a 300 nm no se detectan para el AS (1-6) D2A. En cambio, se detecta 

una banda positiva extremadamente débil a 300 nm para el complejo AS (1-6) D2A. Estos 

cambios espectrales probablemente reflejan un entorno de coordinación diferente para Cu2+, 

lo cual se corrobora por EPR (Figura 25, espectro en azul). En el espectro de EPR del AS (1-

6) D2A se observan señales asociadas a Cu2+ libre en solución, indicando una menor 

población de formación de complejo metálico debido a la sustitución del Asp2 por alanina. 

Estos datos indican claramente que el grupo carboxilato del Asp2 debe ser uno de los ligantes 

basado en oxígeno en el complejo Cu2+-AS. 
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SECCIÓN 2.3 El agua como posible ligante ecuatorial en el sitio 1.  

 

 Con el fin de conocer los ligantes basados en oxígeno que participan en el modo de 

coordinación 2N2O, se evaluó la posible participación del agua como ligante ecuatorial. Para 

ello, se preparó el complejo Cu2+-AS (1-6) en solución amortiguadora MES a pH 6.5 en agua 

enriquecida con 17O (60-70%). En la literatura existe evidencia de que, cuando una molécula 

de agua participa como ligante ecuatorial en un complejo de Cu2+, se observa un incremento 

en el ancho de banda de las señales cuando el complejo se forma en un solvente enriquecido 

con el isótopo de 17O157. Este efecto se debe al acoplamiento hiperfino del espín electrónico 

del cobre con el espín nuclear del 17O, (I=5/2), lo cual generaría un desdoblamiento en seis 

señales. La magnitud de la constante de acoplamiento hiperfino con 17O es muy pequeña y 

generalmente no se resuelven las 6 señales esperadas, sino que solo se observa un 

ensanchamiento de la señal. 

 

 El espectro de EPR en banda X del complejo formado en agua enriquecida con 17O 

fue comparado con el formado en agua normal (16O), (Figura 26). De esta comparación 

resulta evidente que las señales en la región paralela del espectro del complejo con 17O tienen 

mayor amplitud, por ejemplo, la señal a 2704 G tiene una amplitud de 54.5 G con 17O, 

mientras que con 16O, tiene 41 G de amplitud. El desdoblamiento hiperfino esperado para la 

interacción de Cu2+ con 17O se manifiesta por medio de un mayor ancho de banda de las 

señales, donde la diferencia en ensanchamiento experimental fue de 13.5 G. 

 

 Por otro lado, se realizó una simulación del sitio 2N2O modelado con 16O y 17O para 

saber si efectivamente el espectro simulado es igual al experimental al modificar el núcleo 

de oxígeno. Los parámetros finales obtenidos se muestran en la tabla 2, después de la 

simulación, usando como datos de partida los espectros EPR experimentales de la Figura 26. 

La interacción para este complejo es de naturaleza rómbica, de acuerdo con los valores gz > 

gy > gx (Tabla 2). La simulación del espectro de EPR estima una interacción de acoplamiento 

super-hiperfino con el 17O de 13*10-4 cm-1, la cual es muy parecida al valor experimental.  
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 El ensanchamiento de las bandas debido al acoplamiento 17O no es significativo para 

moléculas de agua coordinadas de manera axial, mientras que para las moléculas de agua 

ecuatoriales unidas a Cu2+ las constantes de acoplamiento superhiperfinas para 17O del orden 

de 12 a 16 10-4 cm-1.  

 

 En la literatura se encuentran ejemplos de complejos de Cu2+, donde hay moléculas 

de agua coordinadas ecuatorialmente, en moléculas pequeñas se puede mencionar el caso de 

los complejos de Cu2+ con acetilacetonato158 y con una sal de Tutton dopada159 

K2Zn(SO4)26H2O y que muestran acoplamientos hiperfinos en el orden reportado para 

nuestro complejo. En el caso de las metaloproteínas, también se han encontrado constantes 

de acoplamiento súper hiperfino de 17O similares como lo son el sitio de Cu2+ tipo 2 en lacasa 

fúngica160 y el sitio activo en la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa161. Por lo tanto, 

la constante de acoplamiento superhiperfina 17O observada para el complejo de Cu2+ con AS 

(1-6) es consistente con la presencia de una molécula de agua coordinada en la posición 

ecuatorial.  

 

 Figura 26. Comparación por EPR del complejo AS (1-6) con Cu2+ en relación 

equimolar, donde el complejo está en H2
16O (negro) y en H2

17O (azul). En el acercamiento, 

se muestra la región paralela, donde se aprecia que la señal es de mayor amplitud (13.5 G). 
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Estos datos están resumidos en la tabla 3, donde se pueden apreciar mayor amplitud 

para las bandas a 2704 G y 2884 G con 17O comparado con 16O, tanto en los espectros 

simulados como en el experimental. 

 

Tabla 2. Parámetros EPR para el complejo AS (1-6)-Cu2+ simulado con H2
17O. 

gx 2.0518 

gy 2.07 

gz 2.253 

Ax 12 

Ay 10 

Az 189 
N1Ax 10 
N1Ay 16 
N1Az 10 
N2Ax 15 
N2Ay 13 
N2Az 13 
17OAx 11 
17OAy 13 
17OAz 11 

Lx 11 

Ly 9 

Lz 12 

Los desdoblamientos hiperfinos y anchos de banda se muestran como 10-4 cm-1. 

 

Tabla 3. Anchos de banda en EPR de los complejos AS (1-6)-Cu2+ con H2
17O y H2

16O. 

Datos Experimentales 

 Banda a 2704 G Banda a 2884 G 
16Oexp 41.0 44.7 
17Oexp 54.5 56.7 

17O 13.5 12 

Datos Simulados 

 Banda a 2704 G Banda a 2884 G 
16Osim 44.7 43.1 
17Osim 56.9 54 

17O 12.2 10.9 
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SECCIÓN 2.4. Modelo de coordinación de Cu2+ en el sitio 1. 

 

 A partir de los resultados espectroscópicos anteriores y la exhaustiva caracterización 

en un rango de pH entre 5 y 7.5 y en una relación equimolar de metal y proteína, se puede 

proponer un modelo de coordinación en el sitio 1 de la AS. En la Figura 27, se muestra el 

modelo en el cual, el ion Cu2+ tiene una geometría tetragonal, donde los ligantes donadores 

son 2 nitrógenos y 2 oxígenos. Uno de los nitrógenos proviene del grupo amino del extremo 

N-terminal, el otro de la amida desprotonada del enlace peptídico entre el aminoácido 

metionina y el aminoácido ácido aspártico, un oxígeno proviene de la cadena lateral del ácido 

aspártico y el otro oxígeno de una molécula de agua.  

 

 Nuestra caracterización detallada de este sitio es de gran importancia ya que en la 

literatura se ha generado controversia con respecto a cuáles son los ligandos del sitio de unión 

a la AS162, 163. En las primeras caracterizaciones, incluso se responsabilizó al C terminal como 

el sitio de unión a Cu2+, esto probablemente fue debido a una explicación de naturaleza 

electrostática entre los residuos en su mayoría con carga negativa y el ion metálico105. 

Estudios posteriores, también determinaron la posible participación del nitrógeno de la His50 

en la esfera de coordinación164, con nuestros resultados concluimos que no participa y que 

este sitio es relevante en el extremo N-terminal de la AS en condiciones fisiológicas10. 

 

 

Figura 27. Modo de coordinación 2N2O de Cu2+ de la AS en el sitio 1 a pH mayor a 5 y 

menor a 7.5 
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SECCIÓN 2.5. Evaluación de la acetilación en el sitio 1 de la AS. 

 

 Recientemente, se reveló que la AS sufre una modificación en el extremo N-terminal 

de forma in vivo (AcAS)165, 166. De muchos estudios in vitro donde se tuvo esta forma de la 

AS se demostró que la modificación induce una población de α -hélice para los primeros seis 

residuos y que mejora las propiedades de unión de lípidos de la proteína, mientras que no se 

observaron diferencias significativas en la cinética de fibrilación entre la forma AcAS y la 

AS. En ese sentido, diseñamos otro péptido sintético llamado AcAS (1-6), el cual tiene una 

acetilación en el extremo N-terminal, con lo cual esperamos que la coordinación a Cu2+ sea 

abatida o afectada al ser el nitrógeno del extremo N-terminal parte del sitio 1 encontrado 

anteriormente.  

 

 Al realizar la titulación del fragmento AcAS (1-6) con Cu2+, seguida por absorción 

electrónica, se puede observar que a pH 7.5 no aparece la banda d-d característica del 

complejo del sitio 1, sino que el espectro es dominado por una banda intensa alrededor de 

220 nm ( 45454 cm-1) la cual es una banda característica del péptido en solución y no está 

asociada a la formación de ningún complejo a pH 7.5 (Figura 28).  

  

Estos resultados indican que no hay coordinación del metal al péptido en las condiciones 

estudiadas y que esta modificación al extremo N-terminal es importante para entender la 

naturaleza de la interacción de Cu2+ con la AS.   
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Figura 28. Titulación del AcAS (1-6) con cantidades crecientes de Cu2+ seguida por 

absorción electrónica cada 0.1 equivalentes, desde 0.1 (negro) hasta 1.0 (rojo) equivalentes 

a pH 7.5 en solución amortiguadora MOPS 20 mM a temperatura ambiente. 

 

 Por otro lado, al analizar el efecto del pH en la interacción de Cu2+ hacia la forma 

acetilada del AS (1-6), se encontró que en los espectros de CD del péptido AcAS (1-6) con 

un equivalente de Cu2+ a diferentes valores de pH, no existe ninguna señal por debajo de pH 

9 (Figura 29, en línea continua en negro). Estos datos son consistentes con lo observado por 

absorción electrónica. A valores de pH mayores a 9 y hasta 12, aparecen 4 bandas: 2 positivas 

(32000 cm-1 y 17000 cm-1) y 2 negativas (35600 cm-1 y 20000 cm-1) que no corresponden al 

complejo encontrado por CD para el fragmento AS (1-6), lo cual sugiere que estas señales 

corresponden a otro sitio de coordinación donde no participan los ligandos del sitio 1. Cabe 

recordar que las transiciones electrónicas que ocurren a bajas energías (~15000 cm-1 – 20500 

cm-1) son asignadas a transiciones d-d, mientras que las de mayor energía (~28000 cm-1 – 

32000 cm-1) corresponden a transiciones tipo LMCT. Las señales asociadas al complejo 

Cu2+-AcAS (1-6) aparecen a valores de pH a partir de 9 (espectro azul en la Figura 29), y 

crecen en intensidad hasta un pH 12 (espectro rojo en la Figura 29).  
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 Cuando se compara este sitio encontrado en la forma acetilada del fragmento AcAS 

(1-6) con la forma no acetilada del AS (1-6) a la misma concentración de Cu2+, se observa 

que las bandas de los espectros son completamente diferentes, en la región de las LMCT se 

encuentra un efecto Cotton arriba de 32000 cm-1, con lo cual es un sitio muy diferente. 

Además, la banda a 32845 cm-1 (308 nm) puede ser asignada como una banda LMCT 

asociada a la interacción del Cu2+ con una amida desprotonada de la cadena peptídica (𝐍−), 

las cuales normalmente aparecen en la región de 33898 a 31746 cm-1 (295-315 nm). 

Figura 29. Espectros de CD de los complejos de Cu2+ con AcAS (1-6) a diferentes valores 

de pH, desde pH 7.2 (negro) hasta pH 12.2 (rojo), en solución amortiguadora NEM-MES 

20mM a temperatura ambiente, y con 1 equivalente de Cu2+. 
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Figura 30. Comparación de los espectros de CD de los complejos de Cu2+ con AcAS (1-6) 

y AS (1-6) en negro y rojo respectivamente, con 1 equivalente de Cu2+, a temperatura 

ambiente. 

  

 El complejo Cu2+-AcAS (1-6) que logra formarse a partir de pH 9, fue caracterizado 

por EPR (Figura 31). El espectro tiene un conjunto de señales que se asocia a un valor 

gz=2.165 y un valor Az=216 G (A, en la Figura 31), los cuales no corresponden al sitio 1 de 

la proteína completa AS (gz=2.25; Az=184 G), además que debajo de pH 9 el AcAS (1-6) no 

coordina Cu2+, ya que aparecen otras señales (no mostradas), las cuales corresponden al cobre 

en solución, es decir sin coordinarse al fragmento. 
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Figura 31. Espectro característico por EPR del complejo AcAS (1-6) con Cu2+ en relación 

equimolar, a un pH 11.5, en solución amortiguadora NEM/MES 20 mM a 150 K. 

 

 Cuando se comparan, los espectros de los complejos por EPR de la forma acetilada 

del fragmento AcAS (1-6) con la forma no acetilada del AS (1-6) a la misma concentración 

de Cu2+, se observa que el sitio de coordinación es 4N, en la región ecuatorial, (Figura 32). 

Incluso, cuando se analiza el EPR de moléculas que contienen nitrógenos y azufres como 

ligandos ecuatoriales, los valores de gz son parecidos, pero no causan desdoblamientos 

superhiperfinos en la región ecuatorial del espectro, como los observados para el AcAS (1-

6). 
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Figura 32. Comparación de los espectros de EPR de los complejos de Cu2+ con AcAS (1-6) 

y AS (1-6) en negro y rojo respectivamente, con 1 equivalente de Cu2+, a 150 K. 

 

 De los datos espectroscópicos de la unión de Cu2+ al péptido Ac-AS (1-6), se concluye 

que la acetilación impacta de manera significativa la coordinación de Cu2+ al fragmento AS 

(1-6), reduciendo su afinidad por el metal a valores de pH en el rango fisiológico. Esto 

significa que, si la forma natural de la AS es la forma acetilada, el sitio 1 de unión a Cu2+ no 

existe en tal proteína. Sin embargo, también se sabe que la AS humana está en diferentes 

formas, y aunque se ha determinado que in vivo la AS está acetilada, su grado de acetilación 

en la enfermedad de Parkinson no ha sido evaluado.  

  

 Por tanto, es importante que esta modificación se tome en cuenta en las implicaciones 

que tienen las interacciones de Cu2+ hacia la proteína AS y su impacto en los procesos de 

formación amiloide. Por otro lado, el Dr. Claudio O Fernández y su grupo encontraron 

recientemente que la proteína acetilada, si bien no puede unir Cu2+ con la misma afinidad 
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que la forma no acetilada, es capaz de unir cobre en su estado de oxidación (I) y que el sitio 

de coordinación involucra azufres como ligandos provenientes de las metioninas que se 

encuentren en el extremo N-terminal. Estos hallazgos nos dan una nueva dirección para 

estudiar la química redox de este sitio en su forma acetilada. 
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CAPÍTULO 3. EVALUACIÓN DEL PAPEL DE LAS METIONINAS EN LA 

ESTRUCTURA Y REACTIVIDAD DEL SITIO 1 DE LA PROTEÍNA AS 

 

SECCIÓN 3.1. Evaluación del papel de las metioninas del extremo N-terminal de la 

AS en la coordinación a Cu2+. 

 

La oxidación de las metioninas (Met) en las proteínas juega un papel importante in vivo, 

tanto estructural como en condiciones de estrés oxidativo. La AS tiene cuatro residuos de 

metioninas a lo largo de su estructura, dos de ellas (Met1 y Met5) están en la región del 

extremo N-terminal y las otras dos (Met116 y Met127) en el C-terminal. 

 

Para entender el papel de las metioninas presentes en el extremo N-terminal de la AS en 

la coordinación de cobre, se sintetizaron variantes del péptido AS (1-6), cuya secuencia es 

M1DVFM5K, donde se cambiaron las metioninas (Met1, Met5 o ambas) por residuos de 

isoleucinas; esto con el fin de quitar al azufre como posible ligante (Figura 33). Los 

fragmentos sintetizados fueron: AS (1-6) M1I, con secuencia IDVFMK, AS (1-6) M5I, con 

secuencia MDVFIK y AS (1-6) M1I/M5I, con secuencia IDVFIK. En los péptidos sintéticos, 

el grupo amino del primer aminoácido quedó libre, tal como lo encontraríamos en la proteína 

completa (-NH2) mientras que el carboxilo se encuentra amidado en el C-terminal.  

Figura 33. Representación de los aminoácidos en una cadena peptídica: metionina (Met, M) 

a la derecha e isoleucina (Ile, I) a la izquierda, donde se muestra la cadena lateral. 
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Con el fin de evaluar si la presencia de las metioninas influye en la coordinación de 

Cu2+ al sitio 1 en la AS, se formaron complejos con los diferentes fragmentos sintetizados 

derivados del AS (1-6) con 0.9 equivalentes de Cu2+ a pH 7.5. Los espectros de absorción 

electrónica de los complejos formados (Figura 34, ampliación de la banda d-d, en la parte 

superior) muestran que la adición de Cu2+ ocasiona el crecimiento de la transición 

característica del complejo a 16400 cm-1 (610 nm, ε = 64 M-1cm-1). Sin embargo, el sitio se 

satura después de un equivalente de Cu2+ y presenta las mismas señales observadas en la AS. 

 

 

Figura 34. Comparación por absorción electrónica de los complejos con 0.9 equivalentes 

de Cu2+ de los fragmentos AS (1-6) en rojo, AS (1-6) M1I, en azul, AS (1-6) M5I en verde, 

y AS (1-6) M1I/M5I en negro, en solución amortiguadora MOPS 20 mM, pH 7.5 a 

temperatura ambiente. Ampliación de la banda d-d en la parte superior. 

 

Estos datos, indican que el sitio 1 de la AS, con modo de coordinación 2N2O, no es 

afectado por la ausencia de la Met1 o de la Met5 o ambas al menos en su región ecuatorial, 

ya que la banda d-d es la misma en todos estos complejos, y los espectros son idénticos. De 

moléculas biológicas como las metaloproteínas que contienen Cu2+, se conoce que los 

ligandos que comúnmente se encuentran unidos al ion metálico son los nitrógenos, los 
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oxígenos y los azufres de las cadenas laterales de los aminoácidos. Si se observa 

detenidamente la banda d-d del complejo AS (1-6) M1I (espectro azul, en la Figura 34), se 

puede notar que existe una ligera disminución de intensidad atribuida al reemplazo de la 

Met1, de lo cual se puede inferir que, aunque el azufre de la cadena lateral no participa como 

ligante al sitio de coordinación a Cu2+, influye debido a su cercanía con el Cu2+. 

 

Los diferentes complejos de cobre también fueron analizados por dicroísmo circular 

a pH 7.5 con 0.9 equivalentes de Cu2+. De forma similar a lo observado por absorción 

electrónica, los espectros de CD para estos complejos son casi idénticos (Figura 35), 

mostrando una banda positiva d-d a 16 400 cm-1 (610 nm) y otra transición negativa de ligante 

a metal (LMCT) a 33 000 cm-1 (303 nm), la cual se ha asignado a una amida desprotonada, 

y una segunda banda LMCT con una energía más alta (43 000 cm-1, 233 nm), que cae en el 

rango de las transiciones del grupo amino NH2 a Cu2+. En el acercamiento de la Figura 35, 

se observa una pequeña disminución en la intensidad en la banda d-d, que se encuentra a 16 

650 cm-1 para las variantes AS (1-6) M1I y AS (1-6) M1I/M5I, en comparación con la misma 

banda en los espectros de los complejos AS (1-6) y AS (1-6) M5I.  

 

Este cambio en la banda d-d, podría deberse a una pequeña diferencia en la fuerza del 

campo ligante y/o a la disminución de la covalencia del complejo de Cu2+, que está 

claramente asociado a la ausencia de la Met1. Esta observación sugiere que el azufre de la 

primera metionina podría desempeñar un papel como ligante axial o como parte de una 

segunda esfera de coordinación en el sitio 1 de la AS.  

 

De los datos de absorción electrónica y dicroísmo circular, se puede concluir que el 

sitio 1 de coordinación de Cu2+ a la proteína AS en el extremo N-terminal, que involucra los 

primeros aminoácidos, es afectado por la primera metionina, sólo en forma axial o como 

parte de una segunda esfera de coordinación.  
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Figura 35. Comparación por absorción electrónica de los complejos de los 

fragmentos con 0.9 equivalentes de Cu2+ AS (1-6) en rojo, AS (1-6) M1I, en azul, AS (1-6) 

M5I en verde, y AS (1-6) M1I/M5I en negro, en solución amortiguadora MOPS 20 mM, a 

pH 7.5, a temperatura ambiente. 

 

Al comparar los espectros de EPR de todos los complejos de Cu2+ de los fragmentos, 

se puede observar que muestran señales idénticas, independientemente de la presencia de 

metioninas (Figura 36). En todos los casos se observa un único conjunto de señales EPR que 

corresponden al sitio 1, con parámetros gz=2.25 y Az=184 G. Mientras que en la región 

perpendicular del espectro se observa también que los complejos formados son casi idénticos. 
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Figura 36. Comparación por EPR, Banda X a 150 K de los complejos de los 

fragmentos con 0.9 equivalentes de Cu2+ AS (1-6) en rojo, AS (1-6) M1I, en azul, AS (1-6) 

M5I en verde, y AS (1-6) M1I/M5I en negro, en solución amortiguadora MOPS 20 mM, pH 

7.5 

 

Los resultados de las diferentes técnicas espectroscópicas indican que la esfera de 

coordinación ecuatorial de Cu2+ del sitio 1 no se ve afectada significativamente por las 

sustituciones de Met por Ile en las posiciones 1 y 5. Asimismo, estos resultados descartan la 

participación de la Met5 como posible ligante axial y concuerdan con los valores 

experimentales de los parámetros de EPR observados para el complejo AS (1-6)-Cu2+  (Tabla 

1). 
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Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que el azufre de la Met1 podría 

participar como un ligante axial o como un residuo importante en la segunda esfera de 

coordinación del complejo.  

 

Tomando en cuenta esta observación podemos construir un modelo más completo de 

coordinación incluyendo a la Met1 como ligante axial (Figura 37), en este nuevo modelo de 

coordinación podemos observar un anillo de seis miembros, que en términos de coordinación 

son estables y mayormente encontrados en la literatura química167. Si la Met1 participa como 

ligante axial, entonces pasamos de un modo de coordinación 2N2O a 2N2O1S. 

Figura 37. Modelo de coordinación 2N2O1S para el sitio 1, donde se incluye la Met1 

como ligante axial. 

 

Es importante mencionar que, como parte del trabajo doctoral de Trinidad Arcos López, 

se llevaron a cabo cálculos de estructura electrónica del complejo de cobre con AS en el sitio 

1. Usando cálculos UKS (unrestricted Kohn-Sham) se evaluó, desde el punto de vista teórico, 

cuál de los dos modelos de coordinación propuestos (2N2O y 2N2O1S) del sitio 1 es más 

estable y si existen geometrías favorecidas.  

 

Los ligandos ecuatoriales en ambos modelos fueron: el grupo NH2 de la Met1, el 

nitrógeno de la amida desprotonada del Asp2, el oxígeno de la cadena lateral del carboxilato 

del Asp2, que permite la formación de un anillo quelato de seis miembros, y una molécula 
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de agua. Adicionalmente, para modelar el modo 2N2O1S se incluyó al átomo de azufre de la 

Met1 o Met5 participando como un ligante axial, dando lugar a un complejo 

pentacoordinado.  

 

Para construir cada conjunto de modelos, se probaron diferentes conformaciones de 

partida del péptido: hélice alfa (a), beta-lámina (b) giro (t) y conformación extendida(e). Con 

los ocho modelos diferentes que fueron calculados, los resultados indican que los modelos 

con el azufre de la Met1 como ligante axial son energéticamente más favorables que aquellos 

que contienen a la Met5 como ligante axial. Por lo tanto, el sitio 1 de la proteína AS puede 

ser una mezcla de las poblaciones formadas por los modos de coordinación 2N2O y 2N2O1S. 
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SECCIÓN 3.2. Evaluación del papel de las metioninas 1 y 5 en la reducción del 

complejo Cu2+-AS (1-6) 

 

Para caracterizar la química redox del sitio 1 en la AS, se evaluó el papel de las Met1 y 

Met5 en la reducción del sitio 1, usando como modelo al complejo Cu2+-AS (1-6). Las 

reducciones de los complejos de Cu2+ con AS (1-6) y las variantes AS (1-6) M1I, AS (1-6) 

M5I y AS (1-6) M1I/M5I, seguidas por absorción electrónica, se llevaron a cabo con 

ascorbato de sodio a pH 7.5 en condiciones anaeróbicas. La intensidad de absorción de la 

banda característica d-d en estos complejos (610 nm), se midió en función del tiempo después 

de la adición del ascorbato en exceso. La reacción de reducción para los complejos es la que 

se observa en la Ecuación 2, donde se utiliza al AS (1-6) como modelo peptídico, 𝐀𝐀− es la 

forma del ácido ascórbico como ascorbato y 𝐀𝐀+ es su forma como dehidroascorbato, estas 

formas del ácido ascórbico se pueden observar en la Figura 38. 

 

𝟐𝐀𝐒(𝟏 − 𝟔) − 𝐂𝐮𝟐+ + 𝐀𝐀− → 𝐀𝐒(𝟏 − 𝟔) − 𝐂𝐮𝟏+ + 𝟐𝐀𝐀+.…..........Ecuación 2 

Figura 38. Reacción de oxidación del ascorbato (𝐀𝐀−) a su forma dehidroascorbato 

(𝐀𝐀+). 

 

Se determinó que la cantidad de ascorbato necesario para lograr una reducción completa 

que permita estudiar la cinética de la reacción corresponde a 16 excesos de ascorbato con 

respecto a la concentración de cada uno de los complejos utilizados. En la Figura 39, se 

muestran los espectros de absorción de los experimentos cinéticos realizados, sólo mostrando 

la banda d-d de cada complejo, ya que la disminución de esta banda mostraría el grado de 

reducción del complejo.  
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Figura 39. Espectros de absorción electrónica, siguiendo la reducción de los 

complejos con 16 excesos de ascorbato en solución amortiguadora MOPS 20 mM pH 7.5, a 

temperatura ambiente en condiciones anaeróbicas. Se muestran los espectros colectados 

después de la adición del agente reductor, de 0 a 120 min. AS (1-6)-Cu2+ en rojo, AS (1-6) 

M1I-Cu2+ en azul, AS (1-6) M5I-Cu2+ en verde, y AS (1-6) M1I/M5I-Cu2+ en negro. 

 

La reducción del complejo AS (1-6)-Cu2+ por ascorbato fue casi completa 120 minutos 

después de la adición del agente reductor en condiciones anaeróbicas. La intensidad de 

absorción a 610 nm disminuyó en un 93% (Figura 39, espectro en rojo). De forma similar, 

en la reducción del complejo AS (1-6) M5I-Cu2+ hay una disminución del 84% de la banda 

d-d (Figura 39, verde). Sin embargo, para el complejo AS (1-6) M1I-Cu2+, que no tiene la 

Met1, la reducción es más difícil y solo se reduce el 45% del complejo (figura 39, azul).  

 

De manera sorprendente, cuando se agrega ascorbato al complejo AS (1-6) M1I/M5I-

Cu2+ no se observa reducción del complejo en absoluto (Figura 39, negro); incluso cuando 

se añade un exceso de reductor de 50 veces la concentración del complejo, el comportamiento 
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es el mismo. Estos resultados indican claramente que los residuos de metionina son 

esenciales para la reducción de este complejo, pero particularmente la Met1 parece jugar un 

papel más importante que la Met5. El hecho de que la Met1 sea más importante que la Met5 

empata con el hecho de que la Met1 parece ser parte de una segunda esfera de coordinación 

para el caso de coordinación a Cu2+, así que facilita su reducción estabilizando al Cu1+ 

coordinando posiblemente al azufre de la cadena lateral de la Met1. 

 

Con los datos de la absorción electrónica a 610 nm para cada complejo, se ajustaron los 

cambios en absorción en función del tiempo (trazas de reducción) a un modelo de 

decaimiento de pseudo primer orden (Ecuación 3), las cuales se ajustaron con el programa 

Origin 8 y las constantes de rapidez de reducción calculadas (kobs) son observadas en la Tabla 

4. En la Figura 40, se muestran las gráficas de los ajustes realizados a los experimentos de 

reducción. Al contrastar las constantes de reducción de los complejos de Cu2+ con los 

péptidos AS (1-6) y AS (1-6) M5I se observa que son casi idénticas; kobsAS (1-6) = 0.120 ± 

0.016 min-1 y kobsAS (1-6)M5I = 0.10 ± 0.054 min-1, respectivamente. Sin embargo, la 

substitución de la Met1 por Ile conduce a una disminución significativa en la constante de 

reducción:      kobsAS (1-6)M1I=0.050 ± 0.001 min-1, lo que sugiere que la Met1 desempeña un 

papel clave en la reducción del AS (1-6)-Cu2+.  

 

𝒚 = 𝒚𝟎 + 𝑨𝒆
−𝒙

𝒕⁄ ………………………………….…………….....Ecuación 3 
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Figura 40. Ajustes de la cinética de reducción de los complejos Cu2+-AS con 16 

excesos de ascorbato a un modelo de decaimiento de pseudo primer orden, en solución 

amortiguadora a pH 7.5. AS (1-6)-Cu2+/ Cu1+ en rojo, AS (1-6) M1I-Cu2+/Cu1+ en azul, AS 

(1-6) M5I-Cu2+/Cu1+ en verde. 

 

 

Tabla 4. Constantes de rapidez de primer orden de la reducción de los complejos AS (1-

6)-Cu2+, AS (1-6) M1I-Cu2+ y AS (1-6) M5I-Cu2+ a pH 7.5, con 15 excesos de ascorbato de 

sodio. Se indica la desviación estándar, calculada con 3 repeticiones experimentales.  

Complejo kobs (min-1) 

AS (1-6)-Cu2+ 0.120 ± 0.016 

AS (1-6) M5I-Cu2+ 0.100 ± 0.005 

AS (1-6) M1I-Cu2+ 0.050 ± 0.001 

AS (1-6) M1I/M5I-Cu2+ No hay reducción 
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 SECCIÓN 3.3 Estimación de los potenciales de reducción, de los complejos de los 

fragmentos derivados del AS (1-6)-Cu(II/I) a pH 7.5 

 

Basándose en la reducción anaeróbica por ascorbato del complejo AS (1-6)-Cu2+ y sus 

variantes AS (1-6) M1I-Cu2+ y AS (1-6) M5I-Cu2, se pueden obtener estimaciones de sus 

potenciales de reducción, suponiendo el equilibrio químico como el punto final de las 

reducciones obtenidas por absorción electrónica de la Figura 39 y usando la reacción para la 

reducción de los diferentes complejos de Cu2+ (Ecuación 4), así como la expresión de la 

constante de equilibrio (Ecuación 5), donde Ci es la concentración de los diferentes complejos 

de Cu2+ [L-Cu2+] al inicio de la reacción y x es la cantidad de complejo reducido [L-Cu1+] 

que fue obtenido por el porcentaje de reducción de la absorción a 610 nm, se puede  

 

𝟐𝐋 − 𝐂𝐮𝟐+ + 𝐀𝐀− ↔
𝐤𝐞𝐪

𝟐𝐋 − 𝐂𝐮𝟏+ + 𝐃𝐀+.............................................(Ecuación 4) 

𝒌𝒆𝒒 =
[
𝒙
𝟐][𝒙]𝟐

[𝟖𝑪𝒊−𝒙
𝟐][𝑪𝒊−𝒙]

𝟐 ......................................................................(Ecuación 5) 

𝚫𝐆° = −𝒏𝑭𝜟𝑬°..................................................................................(Ecuación 6) 

𝚫𝐄° = 𝑬°(𝑪𝒖(𝑰𝑰/𝑰)−𝑨𝑺(𝟏−𝟔))  −  𝑬°(𝑨𝑨/𝑫𝑨)........................................... (Ecuación 7) 

𝚫𝐆° = −𝑹𝑻𝒍𝒏 𝒌𝒆𝒒...........................................................................  (Ecuación 8) 

 

Los valores de los potenciales de reducción, E° AS (1-6)-Cu(II/I) y sus variantes E° AS 

(1-6) M1I-Cu(II/I), E° AS (1-6) M5I-Cu(II/I) y E° AS (1-6) M1I/M5I-Cu(II/I) fueron 

estimados a partir de las ecuaciones 6, 7, y 8 tomando en cuenta que el potencial para el 

ascorbato E°(AA/DA)=0.052 V vs. NHE (Electrodo Normal de Hidrógeno). 

 

Se estimó que el potencial de reducción para el complejo AS (1-6)-Cu2+ es de 82 mV, 

mientras que para el AS (1-6) M5I-Cu2+ el potencial es 57 mV y para el AS (1-6) M1I-Cu2+ 

se obtiene un valor de 1.4 mV. Como se observa la ausencia de la Met1 causa la mayor caída 

en el potencial de reducción. 
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El cálculo de los potenciales de reducción para los complejos AS (1-6)-Cu y sus variantes, 

también se pueden determinar a partir de las afinidades hacia Cu2+ y Cu1+ respectivamente, 

si se considera un ciclo termodinámico (Figura 36), donde se relacionan el potencial de 

reducción del complejo AS (1-6)-Cu2+, con el de Cu2+ libre y las afinidades relativas del 

péptido AS (1-6) para los iones Cu1+ y Cu2+. Las constantes de formación de los complejos 

del péptido AS (1-6) con Cu2+ y Cu1+ han sido determinadas experimentalmente por RMN10, 

168, 169, por el grupo del Dr. Claudio O Fernández y se pueden visualizar en la tabla 5. 

 

Tabla 5. Constantes de disociación de los complejos formados de los péptidos AS (1-6), 

AS (1-6) M1I y AS (1-6) M5I a pH 7.5, con Cu2+ y Cu1+. Se indica la desviación estándar. 

Péptido Kd (Cu2+) Kd (Cu1+) 

AS (1-6) 0.11 ± 0.01 M 20 ± 2 M 

AS (1-6) M5I  200 ± 20 M 

AS (1-6) M1I  500 ± 50 M 

 

 

Asumiendo un potencial de reducción del Cu2+/Cu1+ de 0.153 V (1 atm y 298.15 K, en 

medio acuoso), donde tenemos al ion metálico libre es decir sin ligandos unidos, es posible 

estimar el potencial de reducción del complejo Cu-AS (1-6), usando la siguiente ecuación 7: 

𝑬𝒃 − 𝑬𝒇 = 𝟎. 𝟎𝟓𝟗 ∗
𝑲𝒂(𝑪𝒖

𝟏+
)

𝑲𝒂(𝑪𝒖
𝟐+

)
  ……………………………………. Ecuación 7 

 

Donde Ef es el potencial de reducción del Cu libre, Ka(Cu1+) corresponde a la constante 

de asociación del complejo AS (1-6)-Cu1+, Ka(Cu2+) corresponde a la constante de 

asociación del complejo de Cu2+ y Eb es el potencial de reducción para las variantes del AS 

(1-6). Utilizando Ef=0.158 V (versus el potencial normal de electrodo de Hidrógeno) y las 

constantes de afinidad (las cuales son el inverso de las constantes de disociación) para el 

complejo AS (1-6)-Cu: Ka(Cu2+)=5*106 M, Ka(Cu1+)=5*104 M, Eb para el complejo AS (1-

6)-Cu se estimó +0.040 V, mientras que para el AS (1-6) M1I-Cu se estimó -0.042 V, usando 
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el valor de la constante de afinidad Ka(Cu1+)=2*103 M, para esta variante. De esta manera, 

se explicaría una disminución en 82 mV en el potencial de reducción causado por la ausencia 

de Met1. 

Figura 36. Ciclo termodinámico, donde se especifican las reacciones de óxido-reducción 

y las afinidades para el complejo AS (1-6)-Cu2+/Cu1+ y el Cu libre. 

 

 

La disminución drástica en el potencial de reducción del complejo de AS (1-6) al 

reemplazar la Met1 por Ile es consistente con una menor afinidad por Cu1+, esto fue 

confirmado en un reciente estudio, donde se estudió la unión de Cu1+ a la AS por RMN y se 

determinó la constante de disociación aparente Kd.169 
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SECCIÓN 3.4 Análisis de la rapidez de reacción de las reducciones usando la 

ecuación de Marcus.  

 

Utilizando la ecuación semiclásica de Marcus para la transferencia de electrones, se 

calculó la relación entre las constantes de rapidez que presentan los complejos AS (1-6)-Cu 

y AS (1-6) M1I-Cu, kETAS (1-6)/kETAS (1-6)M1I, donde se asumió que la matriz de acoplamiento 

electrónico HAB es comparable para ambos procesos de reducción para ambos complejos, es 

decir, que H2
AB(AS (1-6))=H2

AB(AS (1-6)M1I). De esta forma podemos usar una ecuación donde se 

relacionan las velocidades de reducción para ambos complejos: 

 

𝒌𝑬𝑻𝑨𝑺(𝟏−𝟔)

𝒌𝑬𝑻𝑨𝑺(𝟏−𝟔)𝑴𝟏𝑰

=
𝝀

𝟏
𝟐⁄

𝑬𝑻𝑨𝑺(𝟏−𝟔)𝑴𝟏𝑰

𝝀
𝟏

𝟐⁄
𝑬𝑻𝑨𝑺(𝟏−𝟔)

𝒆

(𝜟𝑮∘
𝑨𝑺(𝟏−𝟔)𝑴𝟏𝑰+𝝀𝑨𝑺(𝟏−𝟔)𝑴𝟏𝑰)𝟐

𝟒𝝀𝑨𝑺(𝟏−𝟔)𝑴𝟏𝑰𝒌𝑩𝑻
− 

(𝜟𝑮∘
𝑨𝑺(𝟏−𝟔)+𝝀𝑨𝑺(𝟏−𝟔))𝟐

𝟒𝝀𝑨𝑺(𝟏−𝟔)𝒌𝑩𝑻  

 

Las energías de reorganización que se usaron fueron las calculadas a partir de las 

estructuras de Cu con los modos de coordinación 2N2O y 2N2O1S, donde se considera el 

azufre como ligante axial. La energía calculada es 1.60 eV y 1.58 eV respectivamente. Por 

lo tanto, podemos asumir que las energías de reorganización son similares sin tomar en cuenta 

la interacción axial del azufre, es decir λAS (1-6)=λAS (1-6) M1I. Con las energías libres calculadas 

a partir de los estudios cinéticos de reducción, ΔG°AS (1-6)=-1.4 kcal/mol y ΔG°AS (1-6)M1I=+2.3 

kcal/mol, se obtiene una relación de contantes de rapidez kETAS (1-6)/kETAS (1-6)M1I=26. Sin 

embargo, el valor experimental para kETAS (1-6)/kETAS (1-6)M1I = 2.4. Este análisis indica que 

hay otros factores que contribuyen a que la rapidez de reducción del complejo AS (1-6)-Cu2+ 

sea afectada por la sustitución de la Met1. Por ejemplo, para que lleguemos al valor 

experimental de kETAS (1-6)/kETAS (1-6)M1I = 2.4, tendríamos que hacer un reajuste de la energía 

de reorganización de la variante sin la Met1 a un valor de (λAS (1-6) M1I = 1.35 eV, es decir 

0.23 eV menos de lo originalmente estimado. Incluso en un estudio electroquímico aplicado 

a nuestros péptidos con Cu2+, hay evidencia de una cinética de transferencia electrónica más 

rápida para el AS (1-6) M1I, lo cual podría reflejarse en la menor energía de reorganización 

que el AS (1-6).170 
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SECCIÓN 3.5. Reactividad del complejo AS (1-6)-Cu1+ y sus variantes con oxígeno. 

 

Para evaluar la reactividad frente a oxígeno, a los complejos previamente reducidos 

con ditionita de sodio AS (1-6)-Cu1+, AS (1-6) M1I-Cu1+ y AS (1-6) M5I-Cu1+, se les añadió 

solución amortiguadora MOPS saturada con oxígeno a 4 ºC e inmediatamente se monitoreó 

su espectro de absorción electrónica para observar la reoxidación del complejo. Si el 

complejo es reoxidado, esto será evidente mediante el aumento de la intensidad de la banda 

d-d a 610 nm.  

Figura 37. Espectros de absorción electrónica durante la reducción y re-oxidación de 

los complejos de Cu con: AS (1-6) (A), AS (1-6) M5I (B) y AS (1-6) M1I (C), en solución 

amortiguadora MOPS 20 mM pH 7.5 saturada con oxígeno. En línea continua se muestra el 

complejo de Cu2+, mientras que en línea punteada el complejo (después de la adición de 1 

equivalente de ditionita y 90 min de reacción), y en azul el complejo reoxidado.  
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El grado de recuperación de la banda d-d fue diferente para cada complejo, como se 

aprecia en la Figura 37. Este proceso, es dependiente de la presencia de las metioninas. Para 

el complejo AS (1-6)-Cu, la reducción en línea continua (Figura 37, panel A) muestra un 

decremento del 93% de la banda original, mientras que al adicionar oxígeno en este punto la 

recuperación de la banda d-d logra ser un 33% de la original en 90 minutos, en suma es una 

recuperación del 26%. Mientras que para el complejo AS (1-6) M5I la reducción en línea 

continua (Figura 37, panel B) muestra un decremento del 73% de la banda original, mientras 

que al adicionar oxígeno en este punto la recuperación de la banda d-d logra ser un 30% de 

la original en 90 minutos en suma es una recuperación del 3% y para el complejo AS (1-6) 

M1I, la reducción en línea continua (Figura 37, panel C) muestra un decremento del 41% de 

la banda original, mientras que al adicionar oxígeno en este punto la recuperación de la banda 

d-d logra ser un 92% de la original en 90 minutos, lo cual es en suma una recuperación del 

50%.  

 

La tendencia en base al grado de recuperación de la banda d-d del proceso de 

reoxidación es AS (1-6) M1I > AS (1-6) > AS (1-6) M5I, lo cual indica que la Met5 conduce 

el proceso de reoxidación, mientras que la Met1 el proceso de reducción. De los resultados 

anteriores, podemos concluir que las metioninas son residuos indispensables para la 

reducción del complejo de Cu2+ a Cu1+ a pH 7.5, y que por lo tanto la reoxidación es dirigida 

primeramente por el grado de reducción y después por la reactividad hacia el oxígeno por 

parte de los complejos de Cu1+. 

 

Para una mejor caracterización del proceso redox, a continuación, se muestran los 

complejos reducidos (en su punto final) y reoxidados, comparados contra el complejo inicial 

en solución amortiguadora a pH 7.5. 
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SECCIÓN 3.6 Análisis de las especies oxidadas por HPLC-Espectrometría de Masas.  

 

Dado que los datos de absorción electrónica durante la reoxidación de los complejos Cu-

AS señalan que no fue posible recuperar al 100% los complejos Cu2+-AS iniciales, se 

determinó pertinente analizar las muestras reoxidadas de los complejos Cu-AS, para evaluar 

si el ciclo redox dio lugar a algún daño oxidativo en el péptido. Para esto, las muestras se 

trataron con EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) para complejar el cobre y después hacer 

pasar las muestras a través de una columna de HPLC y obtener el espectro de masas de cada 

pico del cromatograma en un equipo ESI-TOF. 

 

En todos los casos, los cromatogramas (Figura 38) muestran un pico con tiempo de 

retención alrededor de 31 min (marcado como ** en AS (1-6) M1I y AS (1-6) M5I y cómo 

*** en AS (1-6)), en los cuales los análisis de sus espectros de masas revelaron la presencia 

de los péptidos intactos con valores m/z idénticos a los péptidos purificados (Figura 39). 

También, los cromatogramas revelan la presencia de otras especies, a diferentes tiempos de 

retención. 

 

Para el AS (1-6), se observan dos especies adicionales: uno que eluye a 26.1 min 

(etiquetado como **, en la Figura 38) el cual muestra una relación m/z correspondiente a la 

masa del péptido AS (1-6) con un oxígeno (Figura 39, panel B); y una segunda especie a 21.9 

min (etiquetado cómo *, en la Figura 38) correspondiente al AS (1-6) con dos átomos de 

oxígeno (Figura 39, panel B). Las tres especies mayoritarias que se observan en los espectros 

de masas son, el péptido (m/z=769.36) y el péptido más un oxígeno (m/z=785.39) lo cual 

puede corresponder a que una metionina (Met1 o Met5) y otra especie que es el péptido más 

dos oxígenos (m/z=801.34) la cual indicaría que ambas metioninas están oxidadas, la 

proporción de estas especies al analizar el cromatograma es 31%, 42% y 27% 

respectivamente.  
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De esta relación, podemos concluir que sólo una tercera parte del péptido se recupera 

intacto, es decir sin ninguna modificación química y que la población restante sufre una 

modificación en una metionina o en ambas. Esto coincide con lo visto por absorción 

electrónica, ya que la recuperación de la banda d-d es alrededor del 26%, después de que se 

reoxidará el complejo.  

 

Figura 38. Cromatogramas de HPLC en fase reversa de las especies AS (1-6), AS (1-6) 

M1I y AS (1-6) M5I (de arriba hacia abajo) después de un ciclo redox. 
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Figura 39. Espectros de masas de las especies oxidadas obtenidas de HPLC en fase 

reversa después de un ciclo redox del AS (1-6). En A, especies a tr=31 min, en B, especies 

a tr=26.1 min y en C, especies a tr=21.9 min. 

 

Se sabe que la oxidación de las metioninas conduce al sulfóxido de metionina, un 

producto biológicamente relevante. Sin embargo, el siguiente paso, la oxidación a la sulfona, 

requiere un ataque químico más drástico y rara vez se ha encontrado en sistemas biológicos, 

por eso es lógico concluir que las dos metioninas oxidadas están como sulfóxido. Esta noción 

es consistente con el hecho de que, en ningún caso, se observó la adición de más de dos 
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átomos de oxígeno por péptido, lo cual se esperaría para el caso en que una o ambas Met 

fuesen oxidadas a sulfonas. Adicionalmente, en las especies oxidadas del AS (1-6) (Figura 

39, paneles B y C) se observa un pico que corresponde a una pérdida de 64 Da, que 

corresponde a un fragmento de CH3SOH, lo cual es indicativo de la oxidación del azufre de 

metionina a sulfóxido171.  

 

A la par, los cromatogramas de los péptidos AS (1-6) M5I y AS (1-6) M1I (Figura 

38) revelan la presencia mayoritaria de 2 picos, uno que contiene al péptido intacto (tiempo 

de retención alrededor de 31 min) y otro pico que corresponde a otra especie. Para la especie 

AS (1-6) M1I, al analizar las masas de sus especies después de la reoxidación (Figura 40), se 

observa al péptido en m/z=751.36 (panel A), mientras que el péptido más un átomo de 

oxígeno a m/z=767.39 (panel B) lo cual corresponde a la oxidación de la Met5. La proporción 

de estas especies al analizar el cromatograma es 67% y 33% respectivamente. De esta 

relación podemos concluir que dos terceras partes del péptido se recupera intacto, es decir 

sin ninguna modificación química y que la población restante se queda con la Met5 oxidada 

como sulfóxido. Es importante mencionar que, para este péptido no se observó la adición de 

dos oxígenos, lo cual es consistente con la noción de que la Met5 únicamente puede ser 

oxidada a sulfóxido y no a sulfona. También en las especies oxidadas del AS (1-6) M1I 

(Figura 40, panel B) se observa un pico a m/z=703.34, el cual corresponde a una pérdida de 

64 Da (asignada a CH3SOH). 
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Figura 40. Espectros de masas de las especies oxidadas obtenidas de HPLC en fase 

reversa después de un ciclo redox del AS (1-6) M1I. En A, especies a tr=31 min, en B, 

especies a tr=27.8 min 

 

Para el AS (1-6) M5I, al analizar las masas de sus especies después de la reoxidación 

(Figura 41), se observa al péptido en m/z=751.36 (panel A), mientras que el péptido más un 

oxígeno a m/z=767.39 (panel B) lo cual corresponde a la oxidación de la Met1, la proporción 

de estas especies de acuerdo con su cromatograma es 53% y 47% respectivamente. De esta 

relación podemos concluir que la mitad de la concentración del péptido se recupera intacto, 

es decir sin ninguna modificación química y que la otra mitad se encuentra con la Met1 

oxidada como sulfóxido. Es importante mencionar que, para este péptido no se observó la 

adición de dos oxígenos, lo cual es consistente con la noción de que la Met5 únicamente 

puede ser oxidada a sulfóxido y no a sulfona.   
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Figura 41. Espectros de masas de las especies oxidadas obtenidas de HPLC en fase 

reversa después de un ciclo redox del AS (1-6) M1I. En A, especies a tr=31.2 min, en B, 

especies a tr=26.5 min 

 

En el caso del fragmento AS (1-6) M5I, que contiene únicamente la Met1, el grado 

de oxidación como sulfóxido es mayor (47%) en comparación con el péptido AS (1-6) M1I 

(33%), que contiene solamente Met5. Estos resultados son consistentes con la noción de que 

la Met1 es más susceptible a la oxidación que Met5, como ya se observó en un estudio por 

RMN169. La mayor susceptibilidad de la Met1 a la oxidación es probablemente debido al 

hecho de que este residuo juega un papel clave como ligante tanto para Cu2+ como para Cu1+.  

 

 

 

 

  



 98 

SECCIÓN 3.7 Mecanismo de la oxidación del AS (1-6) catalizado por Cu2+/Cu1+ 

 

Los resultados del análisis por espectrometría de masas de los complejos Cu-AS 

después de un ciclo redox, sugieren que las especies de metionina como sulfóxido son 

susceptibles a una reacción de eliminación para generar CH3SOH (ácido metanosulfénico), 

modificando la cadena lateral de la metionina y convirtiéndola en un alqueno (Figura 42). 

Tal modificación química irreversible sobre los residuos Met1 y Met5 disminuyen la 

posibilidad de la AS para unir Cu1+.  

 

Figura 42. Mecanismo de la oxidación de las metioninas Met1 y Met5 de la AS (1-

6), catalizada por cobre, donde se aprecian las especies oxidadas. 

 

Estas modificaciones químicas en la región extremo N-terminal de la AS tienen 

diferentes impactos, uno de ellos sobre los procesos de agregación ya que se ha visto que la 

AS con metioninas oxidadas no forma fibras a pH 7.5, pero, se ha sugerido que la oxidación 

de los residuos de metionina favorece la formación de oligómeros tóxicos, y que incluso 

afecta la capacidad de la proteína para asociarse a las membranas. En el medio celular, la 

oxidación de las metioninas puede ser revertido por ciertas enzimas, tales como la metionina 

sulfóxido reductasas (Msr). De hecho, se ha demostrado recientemente que las MsrA y MsrB 

reducen las metioninas del extremo N-terminal, pero no del C-terminal y que MsrA puede 

reducir la forma sulfóxido de la Met5 en la AS, pero no revertir la oxidación de la Met1. Por 

otro lado, en el caso de la forma de la AS acetilada se ha encontrado que la Met1 es un buen 

sustrato para la MsrA. 
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Tabla 6. Resumen de las modificaciones observadas por HPLC-MS para cada fragmento de 

las variantes del AS (1-6) después de un ciclo redox Cu2+/Cu1+ y enfrentarlos a un ambiente 

con oxígeno. Para cada especie detectada, se muestran el tiempo de retención (tR), 

cuantificación relativa, y m/z observada mediante ESI-TOF MS.  

 

Péptido Modificación m/z tR (min) Cuantificación 

AS (1-6) Ninguna 769.36 30.8 19.8% 

 Oxidación de una Metionina 785.38 26.1 29.7% 

 
Oxidación de ambas 

Met1&Met5 
801.34 21.9 22.2% 

AS (1-6) M5I Ninguna 751.30 31.3 47.5% 

 Oxidación de una Metionina 767.39 26.4 41.4% 

AS (1-6) M1I Ninguna 751.30 31.4 54.4% 

 Oxidación de una Metionina 767.39 27.8 27.5% 
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SECCIÓN 3.8 Voltamperometría cíclica de los complejos del AS (1-6). 

 

Una vez caracterizados espectroscópicamente los complejos de AS (1-6)-Cu2+ y sus 

variantes, se determinaron los potenciales redox correspondientes. Para ello, se usó la 

voltamperometría cíclica (CV, Cyclic Voltammetry por sus siglas en inglés). Cabe mencionar 

que todas las mediciones de voltamperometría cíclica fueron llevadas a cabo por Lidia 

Guadalupe Trujano Ortiz en el laboratorio del Dr. Felipe González (Depto. de Química, 

Cinvestav). 

 

La voltamperometría cíclica de los diferentes complejos de Cu2+ se llevaron a cabo a 

pH 7.4 (Figura 43). El comportamiento electroquímico del complejo AS (1-6)-Cu2+ (en rojo, 

Figura 43) muestra dos picos de reducción consecutivos EPC
(1)  -0.365 V vs Ag/Ag+ (-0.142 

V vs NHE, 1c en la Figura 43) y EPC
(2)  -0.461 vs Ag/Ag+ (- 0.238 V vs NHE, 2c en la 

Figura 43) los cuales no están relacionadas con dos picos de oxidación que se solapan EPa
(1) 

 -0.101 vs Ag/Ag+ (0.122 V vs. NHE, 1a en la Figura 43) y EPa
(2)  - 0.024 vs Ag/Ag+ (0.199 

V vs. NHE, 2a en la Figura 43). El hecho de que se observen dos conjuntos de picos muestra 

la ocurrencia de dos procesos redox diferentes.  

 

Para los complejos AS (1-6) M5I-Cu2+ y AS (1-6) M1I-Cu2+, se observan que los 

picos EPC
(1)  -0,365 V vs Ag/Ag+ (-0,142 V vs NHE) y Epa

(1)  -0,101 V vs Ag/Ag+ (0.122 

V vs. NHE) desaparecen. Este resultado sugiere que el ciclo redox responsable de estos dos 

picos requiere la presencia de ambas metioninas (Met1 y Met5).  

 

Con la caracterización espectroscópica para el complejo AS (1-6)-Cu2+, en donde 

sugerimos la participación de la Met1 como ligante axial en el sitio 1, y además por estudios 

de RMN donde se sugiere la participación de ambas metioninas Met1 y Met5 para el 

complejo AS (1-6)-Cu1+ se puede asignar el pico catódico en EPC
(1)  -0.365 V vs Ag/Ag+ (-

0.142 V vs NHE) a la reducción del complejo AS (1-6)-Cu2+, donde las Met1 y Met5 

participan como ligandos de Cu1+. 
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En general, los voltamperogramas para los complejos que tienen la Met1, es decir, 

AS (1-6)-Cu2+ (en rojo, Figura 43) y AS (1-6) M5I-Cu2+ (en verde, Figura 43), se observa 

que los picos de reducción son casi idénticos: Epc
AS (1-6)=-0.461 V vs Ag/Ag+ (-0.238 V vs. 

NHE) y Epc
AS (1-6) M5I=-0.467 V vs Ag/Ag+ (-0.244 V vs NHE, 2c en la Figura 43). Ambos 

picos presentan un pico medio de 67 mV, lo cual indica que la velocidad de reducción de los 

complejos es lenta. Este valor de pico (67 mV) es un valor intermedio entre los valores 

teóricos para una transferencia rápida de electrones (59 mV) y una transferencia de 

electrones lenta (electroquímicamente irreversible, 95.6 mV)172.  

 

Si se toma en cuenta que los picos catódicos y anódicos están bastante separados (405 

a 433 mV), se puede proponer que los complejos de AS (1-6)-Cu2+ y AS (1-6) M5I-Cu2+ son 

reducidos en un primer paso siguiendo un mecanismo de transferencia de electrones cuasi-

reversible seguido por una reacción química acoplada que puede ser considerada como la 

reorganización en el sitio de coordinación de Cu1+. Incluso, se podría asumir que existen dos 

posibles especies: 2N2O o 2N2O1S donde la Met1 funciona como ligante axial. En ambos 

casos, se necesitaría una gran reorganización del sitio para tener las especies de Cu1+ ya sea 

con alguna de las metioninas como ligandos (por AS (1-6)) o necesariamente con la Met1 

para el AS (1-6) M5I, lo que indicaría que al menos una metionina tiene que entrar en la 

esfera de coordinación para estabilizar la especie de Cu1+. 

 

Por otro lado, los voltamperogramas de los complejos que no tienen la Met1, es decir, 

AS (1-6) M1I (en negro, Figura 43) y AS (1-6) M1I/M5I (en azul, Figura 43) muestran un 

voltamperograma casi idéntico, donde los picos de reducción se observan alrededor de -0.44 

V, Epc
AS (1-6) M1I=-0.444 V vs Ag/Ag+ (-0.221 V vs NHE) y Epc

AS (1-6) M1I/M5I=-0.449 V vs 

Ag/Ag+ (-0.226 V vs NHE), etiquetados como 2c en la Figura 43. Al comparar estos picos 

con los de los complejos que sí tienen la Met1, éstos se mueven a valores menos negativos. 

Además, la cinética de transferencia electrónica para estos complejos parece ser más rápida 

que la de los complejos AS (1-6)-Cu2+ y AS (1-6) M5I-Cu2+, según lo mostrado por un mayor 

valor de pico medio (62 mV). En ausencia de la Met1, el único modo de coordinación factible 

de Cu2+ sería 2N2O, que al reducirse a Cu1+ preferiría coordinar ligandos de nitrógeno o de 

oxígeno, como en el caso del AS (1-6) M1I/M5I, o incluso podría tomar como ligante a la 
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Met5, como en el caso del AS (1-6) M1I, aunque tal proceso requeriría una gran energía de 

reorganización en la cadena peptídica. Dado que, en ambos casos, los voltamperogramas son 

casi idénticos, es probable que el pico catódico observado, sea debido al proceso donde la 

Met1 participa como ligante hacia el Cu1+. 

 

Figura 43. Voltamperometría cíclica de los complejos de Cu de AS (1-6) (rojo), y 

sus variantes: AS (1-6) M1I (azul), AS (1-6) M5I (verde), y AS (1-6) M1I/M5I (negro). Los 

datos se recolectaron a una velocidad de barrido de 5 mV/s. Los picos anódicos se indican 

como 1a o 2a, mientras que los picos catódicos corresponden a 1c o 2c. 
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CAPÍTULO 4. Los sitios de unión a Cu2+ en la proteína beta-sinucleína. 

 

4.1 Identificación de sitios de coordinación. 

 

 Con el objetivo de identificar los sitios de unión a Cu2+ en la proteína BS, se realizaron 

titulaciones de la proteína completa con Cu2+, seguidas por EPR, CD y absorción electrónica 

en la región UV-Vis. En la titulación de la BS a pH 7.5  se observa un conjunto de señales 

de EPR (indicados en la Figura 44, como el juego de señales A) con valores gz=2.25 y Az=181 

G, los cuales indican una coordinación ecuatorial 2N2O de acuerdo con las gráficas de 

Peisach y Blumberg (Ver Anexo A1)148. A 0.9 equivalente de Cu2+, se observa un segundo 

conjunto de señales (indicados como el juego de señales B, Figura 44), cuyos valores gz=2.32 

y Az=149 G indican una coordinación 1N3O. Cada juego de señales indica un modo de 

coordinación independiente del Cu2+ indicando que la proteína BS coordina hasta 2 

equivalentes de Cu2+ a pH 7.5. Estos resultados muestran que la BS tiene 2 sitios 

independientes de unión a Cu2+, con modos de coordinación diferentes: el sitio 1, de mayor 

afinidad, tiene un modo de coordinación 2N2O; el sitio 2 tiene un modo 1N3O. 

 

 Figura 44. Titulación de la BS en solución amortiguadora MOPS 20 mM, 100mM 

NaCl a pH 7.5, adicionando Cu2+ de 0.25 (negro) a 3 equivalentes (rojo), cada 0.25 

equivalentes, seguida por EPR Banda-X a 150 K. El juego de señales denotadas como “A” 

corresponden a valores gz=2.25; Az=181 G; mientras que las señales “B” corresponden a 

valores gz=2.32; Az=149 G 
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 Al caracterizar por CD los sitios de unión a Cu2+ en la proteína BS a pH 7.5, el 

espectro se caracteriza por la aparición de una banda d-d positiva a 16900 cm-1 (Δε=0.22 M-

1cm-1), una banda negativa de transferencia de carga de ligante a metal (LMCT) a 33000 cm-

1 (Δε=-1.1 M-1cm-1), originada por una amida desprotonada [(N-)-Cu, 295 - 315 nm], mientras 

que la transición a 42600 cm-1 podría ser asignada a una LMCT del grupo NH2 terminal a 

Cu2+ (espectro rojo, Figura 45). En la literatura existen reportes para las transiciones 

asociadas a bandas LMCT que se originan debido a la coordinación del grupo NH2-terminal 

al Cu2+, los valores varían en el rango de 245-278 nm149-152. Para la banda LMCT asociada a 

la interacción del Cu2+ con una amida desprotonada de la cadena peptídica [(N-)-Cu, 

normalmente aparecen en el rango de 295-315 nm150. 

 

Figura 45. Titulación de la BS en solución amortiguadora MOPS a pH 7.5, adicionando 

Cu2+ de 0.2 (negro) a 3 equivalentes (verde), cada 0.2 equivalentes, a temperatura ambiente. 

La flecha en color negro denota el juego de señales del primer sitio, mientras que, en color 

rosa, denota al segundo sitio. Se remarcan los espectros de los complejos de BS con Cu2+: 1 

equivalente (rojo), 2 equivalentes (azul) y 3 equivalentes (verde). 

 

 Después de la adición de 1 equivalente de Cu2+, se observa el crecimiento de un 

segundo juego de señales formado por: una banda d-d positiva a una energía de 19000 cm-1 

(Δε=0.201 M-1cm-1), un hombro a 28300 cm-1 (Δε=0.201 M-1cm-1), y una LMCT positiva a 
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38235 cm-1 (Δε=0.925 M-1cm-1), la cual corresponde a Cu2+ unido al nitrógeno del anillo 

imidazol de la Histidina (2), [(NIm)-Cu, 245 - 260 nm]. Por último, después de la adición de 

más de 2 equivalentes de Cu2+ ya no se observan cambios significativos en los espectros de 

CD, lo cual sugiere que el sitio 3 no da lugar a señales en el CD, es decir, no es un complejo 

quiral de Cu2+.  

  

 Por último, se realizó la titulación de la proteína BS, seguida por absorción electrónica 

en la región del UV-Vis, hasta 3 equivalentes (Figura 46), donde se muestra claramente que 

la adición de Cu2+ ocasiona el crecimiento de una señal poco intensa a 35714 cm-1 (280 nm), 

que corresponde a la absorción del enlace amida y también se observa mucho menos intensa 

una banda d-d a 16393 cm-1 (610 nm), que crece de 0 a 3 equivalentes (acercamiento en 

Figura 46).  

  

 En conjunto, los resultados de EPR y CD indican que existen tres sitios de unión a 

Cu2+ en la proteína BS. El sitio 1 corresponde al sitio de mayor afinidad y está caracterizado 

por un modo de coordinación ecuatorial 2N2O, una banda d-d positiva a 16900 cm-1 y dos 

LMCT negativas a 33000 cm-1 y 42600 cm-1, que sugieren coordinación a amidas 

desprotonadas y un grupo NH2-terminal. El sitio 2, corresponde a un modo de coordinación 

1N3O, y presenta una banda d-d- positiva a 19000 cm-1 y una LMCT negativa a 33000 cm-1 

que sugiere la participación de una histidina en la coordinación del metal. Por último, después 

de 2 equivalentes no se observa un cambio significativo, lo cual sugiere que se trata de un 

complejo de Cu2+ no quiral. 
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Figura 46. Titulación de la BS en solución amortiguadora MOPS a pH 7.5, adicionando Cu2+ 

de 0.2 (negro) a 3 equivalentes (rojo), cada 0.25 equivalentes, a temperatura ambiente. Los 

espectros en color negro son de 0.25 a 1 equivalentes, mientras que en azul de 1.25 a 2 

equivalentes, y en rojo de 2.25 a 3 equivalentes. 

 

4.2 Evaluación del papel de la histidina 65 en la unión de Cu2+ a la BS. 

 

 Para estudiar el efecto de la histidina en la unión a cobre hacia la proteína BS, se 

dispuso de una variante, donde la histidina de la posición 65 es reemplazada por alanina, esto 

con el fin de evaluar este sitio de manera independiente. La proteína BS_H65A fue titulada 

con Cu2+ a pH 7.5 y monitoreada por EPR, y en la Figura 47 se muestra que con la adición 

del metal crece un conjunto de señales en el espectro con valores gz=2.24 y Az=181 G, los 

cuales indican una coordinación 2N2O. Este juego de señales es idéntico a las del sitio 1, el 

cual ya se había identificado en la proteína nativa, la cual contiene la His65. Este resultado 

indica que este residuo no participa en la esfera de coordinación del sitio 1. A 1.5 equivalentes 

de Cu2+ se observa el crecimiento de un segundo juego de señales con valores gz=2.35 y 

Az=126 G, los cuales indican una coordinación 4O. Cabe resaltar, que estas señales de EPR 

no están asociadas al sitio 2 en la BS nativa. Estos resultados indican que la His65 es el 

ligando de anclaje para el Cu.  
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 Figura 47. Titulación de la BS_H65A con Cu2+ con 0.3 equivalentes (negro), 0.6 

equivalentes (verde), 0.9 equivalentes (rojo), 1.5 equivalentes (azul) y 1.9 equivalentes (café) 

seguida por EPR Banda-X a 150 K. Las señales “A” corresponden a las del sitio 1, mientras 

que el juego de señales “C” a las del sitio 3. 

 

4.2 Coordinación de Cu2+ en el extremo N terminal de la BS. 

 

 Con el objetivo de identificar los residuos que participan en el sitio 1 que 

corresponden a la unión de Cu2+ al N-terminal en la proteína BS, se procedió a sintetizar el 

péptido BS (1-15), el cual tiene la secuencia 1MDVFMKGLSMAKEGV15. En el péptido, el 

grupo amino en la metionina 1 quedó libre y el carboxilo en el C-terminal amidado. 

 

 El fragmento BS (1-15) se tituló con Cu2+, con el objetivo de conocer la 

estequiometría y conocer si esta secuencia es capaz de coordinar más de un equivalente. La 

titulación fue seguida por CD. En la Figura 47, se observa que el espectro se caracteriza por 

la aparición de una banda d-d positiva a 16900 cm-1 (Δε=0.22 M-1cm-1) y una banda negativa 

LMCT a una energía de 33000 cm-1 (Δε=-1.1 M-1cm-1), la cual corresponde a una transición 

de ligante a metal originada por una amida desprotonada [(N-)-Cu, 295 - 315 nm]. Estas 

transiciones son muy similares a las observadas en la proteína completa. Por otro lado, estas 
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señales se saturan después de la adición de un equivalente, esto quiere decir que la secuencia 

BS (1-15) sólo coordina un equivalente de Cu2+. 

 

 

Figura 48. Titulación del péptido BS (1-15) en solución amortiguadora MOPS a pH 7.5, 

adicionando Cu2+ de 0 a 2 equivalentes, cada 0.2 equivalentes, a temperatura ambiente. En 

rojo aparece el espectro del complejo BS (1-15)-Cu2+ en relación 1:1. 

 

 El fragmento BS (1-15) también se tituló con cantidades crecientes de Cu2+ y se siguió 

por espectroscopia de EPR. En la Figura 49, se observa que el espectro se caracteriza por un 

conjunto de señales con valores gz=2.25 y Az=184 G, los cuales indican una coordinación 

ecuatorial 2N2O y que también corresponde al sitio 1 de la proteína BS. 

 



 109 

 

Figura 49. Titulación del péptido BS (1-15) por EPR en banda X, solución amortiguadora 

MOPS a pH 7.5, adicionando Cu2+ de 0 (negro) a 1 (azul) equivalentes, cada 0.25 

equivalentes, a 150 K. 

 

Comparación espectroscópica de los complejos de Cu2+ con AS (1-15) y BS (1-15).  

 

 Al comparar los complejos de Cu2+ de los fragmentos AS (1-15) y BS (1-15) mediante 

EPR (Figura 50) se observan que los espectros son idénticos, con señales asociadas a los 

valores gz=2.25 y Az=184 G, lo que indica el mismo modo de coordinación en ambos 

péptidos. A partir de estos datos espectroscópicos, se puede concluir que el sitio 1 de 

coordinación de Cu2+ es el mismo en las proteínas AS y BS en el N terminal. Considerando 

que la única diferencia en las secuencias de estos péptidos es la presencia de la Met10 en la 

BS, estos resultados indican que la Met10 no participa en la esfera de coordinación a Cu2+ en 

el N terminal de la BS. 
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Figura 50. Comparación de los espectros EPR, Banda X a 150 K de los complejos de Cu2+ 

con AS (1-15) (azul) y el BS (1-15) (rojo) en solución amortiguadora MES a pH 7.5 en 

relación 1:1. 

 

4.3 Reducción y reoxidación del complejo Cu-BS (1-15). 

 

 Para caracterizar la química redox del sitio 1 en la BS, se usó como modelo al 

complejo Cu2+-BS (1-15). La reducción se llevó a cabo con ascorbato de sodio a pH 7.5 en 

condiciones anaeróbicas. La intensidad de absorción de la banda característica d-d a 610 nm 

se midió en función del tiempo después de la adición del ascorbato en exceso (Figura 51). 

Mediante el decremento en la intensidad de la banda d-d en función del tiempo se ajustó a 

una cinética de pseudo primer orden con un valor de k = 0.442 min-1 (Figura 51). Este valor 

de constante de rapidez es cuatro veces mayor que el obtenido para el complejo AS(1-6), 

cuya constante de reducción es k = 0.120 min-1. Este resultado claramente indica que la 

presencia de una metionina extra en la BS favorece el proceso de reducción en este sitio, lo 

cual es consistente con una mayor afinidad a Cu1+ reportada para la BS en comparación con 

la AS.173 
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Figura 51. Reducción del complejo Cu2+-BS(1-15) , con 16 excesos de ascorbato en solución 

amortiguadora MOPS 20 mM pH 7.5, seguida por absorción electrónica a temperatura 

ambiente en condiciones anaeróbicas (izquierda). A la derecha, se muestra la traza de 

absorción a 610 nm (cuadrados) y el ajuste a un modelo de decaimiento de pseudoprimer 

orden, k = 0.442 min-1 

  

 

Figura 52. Comparación de los espectros CD, a temperatura ambiente de los complejos de 

Cu2+ con BS (1-15) (azul), BS (1-15) reducido (negro) y BS (1-15) reoxidado (rojo) en 

solución amortiguadora MES a pH 7.5. 

  

 Además, se midió el espectro de CD (Figura 52) del complejo antes de la reducción, 

después de la misma, y finalmente después de una hora de exponer el complejo reducido a 
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oxígeno. Dado que los datos de CD durante la reoxidación del complejo Cu-BS (1-15) 

muestran que no fue posible recuperar la intensidad original, se analizaron las muestras 

reoxidadas, para evaluar si el ciclo redox dio lugar a algún daño oxidativo en el fragmento. 

Para esto, las muestras se trataron con EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) para 

complejar el cobre y después hacer pasar las muestras a través de una columna de HPLC y 

obtener el espectro de masas de cada pico del cromatograma en un equipo ESI-TOF. En todos 

los casos, el cromatograma (Figura 53) muestra un pico con tiempo de retención alrededor 

de 39 min, en el cual se analizó su espectro de masas (Figura 54). Este revela la presencia del 

péptido intacto (m/z = 1679.81) y también con un oxígeno de más (m/z = 829.4 y 851.39), el 

cual corresponde a un residuo de metionina oxidado. Al tener la secuencia BS (1-15) 3 

metioninas, Met1, Met5 y Met10, no es posible aseverar cuál es la metionina oxidada, además 

que no existen indicios de más de una metionina oxidada como sucede en la AS. 

 

Figura 53. Cromatograma de los productos reoxidados obtenidos después del ciclo 

redox del complejo Cu-BS (1-15). 
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Figura 54. Espectro de masas de los productos reoxidados obtenidos después del 

ciclo redox Cu-BS (1-15). 

 

La BS es una proteína que une Cu2+, en 3 sitios a lo largo de su secuencia, en una forma muy 

similar a su proteína homóloga, la AS. El primer sitio de unión se localiza en el extremo N 

terminal, el segundo está asociado a la His65 y un tercer sitio que involucra ligandos basados 

en oxígeno. El sitio 1 puede ser modelado por el fragmento BS (1-15) y presenta el mismo 

modo de coordinación a Cu2+ que la AS, que involucra dos nitrógenos y dos oxígenos como 

ligandos. En el proceso de reducción del sitio 1 de la BS, la cinética mostró ser más rápida 

que en la AS, lo cual se atribuye a la presencia de una metionina extra en su secuencia 

(Met10) con respecto a la AS. En el proceso de reoxidación se notó que la BS sufre sólo una 

modificación oxidativa en una de sus metioninas, lo cual contrasta con lo observado en la 

AS, donde la Met1 y Met5 son oxidadas. Esta diferencia se puede deber a la naturaleza del 

complejo BS-Cu1+ y su reactividad frente a oxígeno. Se espera que el complejo BS-Cu1+ 

tenga un mayor potencial de reducción debido a su mayor afinidad hacia Cu1+, y por tanto se 

dificultaría su oxidación por oxígeno y la generación de especies reactivas de oxígeno que 

oxidan a las metioninas. 
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CAPÍTULO 5. Estudio de los sitios de unión a cobre asociados a las histidinas en las 

proteínas AS y BS. 

 

5.1 Elucidación estructural del sitio de coordinación en que participa la His50 en la AS. 

 

 La proteína AS contiene en su estructura primaria una única histidina en la posición 

50, y es conservada en su homóloga la beta-sinucleína en la posición 65. Estas histidinas 

están asociadas al segundo sitio de unión a Cu2+ en cada proteína y para caracterizarlos 

estructuralmente se sintetizaron diferentes péptidos. El sitio de la His50 en la proteína AS se 

caracteriza por tener un conjunto de señales de EPR cuyos valores gz=2.32 y Az=157 G 

indican una coordinación 1N3O. Para modelar el sitio de la His50 de la AS se estudiaron los 

péptidos: AS (45-55), AS (45-50) y AS (50-55). 

 

 El fragmento AS (45-55) cuya secuencia es 45KEGVVHGVATV55 fue titulado con 

Cu2+. Los complejos formados se midieron por EPR a pH 6.5. En la titulación se observa un 

conjunto de señales (indicados en la Figura 55, como el juego de señales A) con valores 

gz=2.231 y Az=165 G, los cuales indican una coordinación ecuatorial 2N2O de acuerdo con 

las gráficas de Peisach y Blumberg (Ver Anexo A1).148 Además, se observa un segundo 

conjunto de señales (indicados como el juego de señales B, Figura 1), cuyos valores gz=2.294 

y Az=155 G indican una coordinación 1N3O. Estos datos confirman la existencia de dos 

especies a pH 6.5, lo cual es consistente con el valor de pKa (6.65) que se obtuvo al realizar 

una titulación de pH seguida por dicroísmo circular (Datos de Tesis de Maestría de Anacelia 

Rios Quiroz).174 
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Figura 55. Titulación del complejo AS 45-55 de 0.3 a 0.9 equivalentes de Cu2+, en negro 

(0.3 equivalentes), en azul (0.6 equivalentes) y en rojo (0.9 equivalentes), en solución 

amortiguadora MES, pH 6.5 a 150 K. En la ampliación de la región paralela del espectro, se 

muestran 2 juegos de señales A y B. 

 

 El fragmento AS (45-50) cuya secuencia es 45KEGVVH50 fue titulado con Cu2+. Los 

complejos formados se midieron por EPR a pH 7.5. En la titulación se observa un conjunto 

de señales (indicados en la Figura 56, como el juego de señales A) con valores gz=2.290 y 

Az=156 G, los cuales indican una coordinación ecuatorial 3N1O de acuerdo con las gráficas 

de Peisach y Blumberg (Ver Anexo A1)148. Este modo de coordinación coincide con una de 

las especies encontradas en el fragmento AS (45-55), sugiriendo que el fragmento AS (45-

50) es un buen modelo del sitio de unión en el péptido largo. El hecho de que sólo se observe 

una especie en el AS (45-50) es debido a que se colectó a un pH más alto, por encima del 

pKa del fragmento largo. 

 

 Por otro lado, al titular con Cu2+ el fragmento AS (50-55) por EPR a pH 7.5, las 

señales que se observan son débiles y poco definidas, lo cual no permite obtener parámetros 

sobre la coordinación del metal a este fragmento. El espectro de EPR (Figura 58, espectro en 

verde) es distinto de los obtenidos con los fragmentos AS (45-55) y AS (45-50). Además, 
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por CD (Figura 57, espectro en verde) es clara la baja afinidad del metal a este sitio. Por lo 

tanto, este fragmento AS (50-55) no reproduce la unión de Cu2+ al sitio de histidina en esta 

proteína. 

 

Figura 56. Titulación del complejo AS 45-50 de 0.3 a 0.9 equivalentes de Cu2+, en negro 

(0.3 equivalentes), azul (0.6 equivalentes) y en rojo (0.9 equivalentes), en solución 

amortiguadora MOPS, pH 7.5 a 150 K. Ampliación de la región paralela del espectro. 

 

 Al comparar los espectros de CD de los complejos de Cu2+ con los fragmentos AS 

(45-55) y AS (45-50) al mismo pH (Figura 57) se observa que tienen las mismas bandas, una 

banda d-d positiva alrededor de 19000 cm-1 y una banda LMCT negativa alrededor de 28700 

cm-1. Estos datos muestran que los péptidos AS (45-55) y AS (45-50) tienen el mismo sitio 

de unión. Asimismo, al comparar por EPR estos complejos (Figura 58), se encontró que el 

fragmento AS (45-50) tiene un conjunto de señales que coincide con el conjunto de señales 

de A en el AS (45-55). Además, si se obtiene la segunda derivada del espectro de absorción 

de microondas, se puede apreciar en la región perpendicular, un patrón de señales 

consistentes con interacciones super hiperfinas de ligandos basados en nitrógeno, que es muy 

parecido para los fragmentos AS (45-55) y AS (45-50). Esto indica que la unión de Cu2+ 

involucra a los aminoácidos que preceden a la His50 en la secuencia.  
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Figura 57. CD de los complejos de Cu2+ con los fragmentos AS 45-55 (rojo); AS 45-50  

(azul) y AS 50-55 (verde) en solución amortiguadora MES, pH 6.5 a temperatura ambiente. 

Figura con datos de Tesis de maestría de Anacelia Rios Quiroz. 
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Figura 58. Comparación por EPR de los complejos con 0.9 equivalentes de Cu2+ de los 

fragmentos AS (45-55) en rojo, AS (45-50), en azul, AS (50-55) en verde, en solución 

amortiguadora MES pH 6.5 y MOPS pH 7.5 a 150 K. En el inset se muestra la comparación 

de la primera derivada del espectro EPR en la región perpendicular.  

 

Tabla 7. Parámetros EPR de los diferentes complejos formados en la AS. 

Complejo Señales gz Az (G) Modo 

AS 45-55 0.9 eq Cu pH 6.5 Modo II 2.231 165 2N2O 

AS 45-55 0.9 eq Cu pH 6.5 Modo I 2.294 155 3NO 

AS 45-50 0.9 eq Cu pH 7.5 Modo I 2.290 156 3NO 

 



 119 

5.2 Elucidación estructural del sitio de la His65 en la BS. 

 

En términos de homología, la BS comparte un 90% de homología con el extremo N-

terminal de la AS y 33% con el C-terminal. La única histidina en la AS está conservada en 

la BS en la posición 65. El fragmento BS (60-70) cuya secuencia es 60KEQASHLGGAV70 fue 

titulado con Cu2+. Los complejos formados se midieron por EPR a pH 7.5. En la titulación 

se observa un conjunto de señales (indicados en la Figura 59, como el juego de señales A) 

con valores gz=2.23 y Az=168 G, los cuales indican una coordinación ecuatorial 2N2O de 

acuerdo con las gráficas de Peisach y Blumberg (Ver Anexo A1). Cabe hacer notar que estos 

parámetros de EPR no coinciden con los del sitio 2 observado en la proteína completa, lo 

cual puede deberse a que el pKa del complejo sea diferente.  

 

Figura 59. Titulación del complejo BS 60-70 de 0.3 a 0.9 equivalentes de Cu2+, en negro 

(0.3 equivalentes), azul (0.6 equivalentes) y en rojo (0.9 equivalentes), en solución 

amortiguadora MOPS, pH 7.5 a 150 K. 
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Figura 60. Titulación del complejo BS (60-65) de 0.3 a 0.9 equivalentes de Cu2+, en 

negro (0.3 equivalentes), azul (0.6 equivalentes) y en rojo (0.9 equivalentes), en solución 

amortiguadora MOPS, pH 7.5 a 150 K. 

 

El fragmento BS (60-65) cuya secuencia es 60KEQASH65 fue titulado con Cu2+ y 

seguido por EPR a pH 7.5. En la titulación se observa un conjunto de señales con valores 

gz=2.23 y Az=168 G, los cuales indican una coordinación ecuatorial 2N2O de acuerdo con 

las gráficas de Peisach y Blumberg (Ver Anexo A1). Si se comparan los espectros de EPR para 

los fragmentos BS (60-70) y BS (60-65), encontramos que sus valores gz y Az son idénticos 

(Figura 61), lo cual indica la formación del mismo modo de coordinación a pH 7.5, y que el 

complejo en el fragmento BS (60-70) involucra a los residuos que preceden a la His65. 

 

Además, al caracterizar los complejos de Cu2+ con BS (60-70), BS (60-65) y BS (65-70) por 

dicroísmo circular a pH 7.5 (Figura 62), se encontró que el fragmento BS (60-70) y BS (60-

65) tienen las mismas bandas: una banda d-d positiva alrededor de 18900 cm-1 y una banda 

LMCT negativa alrededor de 29800 cm-1. Por otro lado, al adicionar Cu2+ al péptido BS (65-

70) no se observan señales de CD, sugiriendo que, no se forma ningún complejo o el complejo 

que se ha formado no es quiral. Estos datos muestran que los péptidos BS (60-70) y BS (60-

65) tienen el mismo sitio de unión a Cu2+.  
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 Es importante notar que las señales asociadas a los complejos de Cu2+ con estos 

péptidos sí coinciden con las del sitio 2 de la proteína BS (Figura 45). 

 

 

Figura 61. Comparación por EPR de los complejos BS (60-70) en rojo y BS (60-65) en 

azul con 0.9 equivalentes de Cu2+ en solución amortiguadora MOPS pH 7.5 a 150 K. 

 

 

Figura 62. CD de los complejos de Cu2+ con los fragmentos BS (60-70) en rojo, BS (60-

65) en azul y BS (65-70) en verde en solución amortiguadora MOPS, pH 7.5 a temperatura 

ambiente. Figura con datos de Tesis de maestría de Anacelia Rios Quiroz. 
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Tabla 8. Parámetros EPR de los diferentes complejos formados en la BS. 

BS 60-70 pH 7.5 2.230 168 2N2O 

BS 60-65 pH 7.5 2.230 168 2N2O 

 

5.3 Comparación de los sitios de histidinas. 

 

Si comparamos los sitios de unión a Cu2+ histidinas en las proteínas AS y BS, encontramos 

similitudes estructurales. En ambas proteínas los sitios de unión involucran a la histidina y a 

los aminoácidos que la preceden. Si se comparan los espectros de EPR de los complejos de 

Cu2+ con los péptidos AS (45-55) y BS (60-70) se observa que el sitio en la BS coincide con 

una de las especies observadas para la AS. En el caso de la AS (45-55) se observan dos 

especies debido que el espectro del complejo fue colectado a pH 6.5 cercano al pKa del 

complejo (Figura 63). 

 

Figura 63. Comparación por EPR de los complejos BS (60-70) en rojo y AS (45-55) en 

azul con 0.9 equivalentes de Cu2+ en solución amortiguadora MES pH 6.5 para el BS (60-

70) y MOPS pH 7.5 para el AS (45-55) a 150 K.  
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No obstante, con nuestros resultados es posible proponer una esfera de coordinación en el 

segundo sitio de estas proteínas. Nuestros datos de EPR y CD nos permiten afirmar que los 

ligandos del sitio de Histidina en la AS pueden corresponder a un modelo 3N1O, donde un 

nitrógeno es del anillo imidazol de la His50, los otros dos nitrógenos podrían ser grupos 

amida (V49, His50) y un ligando basado en oxígeno. Por otro lado, el sitio de la BS tiene un 

modo de coordinación 2N2O, y le correspondería una esfera de coordinación donde un 

nitrógeno provenga del anillo imidazol de la His65, otro de algún grupo amida y los otros 

dos oxígenos. Estas propuestas son consistentes con lo propuesto con un estudio teórico, 

donde los ligandos basados en oxígeno pueden provenir de los grupos carbonilo o de una 

molécula de agua175. En ese mismo estudio175, se discute el papel de la His50 en la AS a nivel 

celular se sabe que la AS H50Q es una variante hereditaria causante del Parkinson y que 

agrega más rápido en presencia de Cu2+ que la AS. Por lo tanto, la His50 juega un papel 

importante tanto a nivel estructural como en la agregación, y la unión a Cu2+ en este sitio 

parece tener un papel protector con respecto a la agregación. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES. 

 

Dado que las interacciones cobre-AS y cobre-BS son importantes, tanto a nivel 

fisiológico, como patológico, en este proyecto se plantearon las siguientes preguntas: 

¿Cuántos de sitios de unión a  Cu2+ presenta la AS a lo largo de su secuencia? ¿Será posible 

modelar estos sitios mediante fragmentos peptídicos? Dada la homología entre AS y BS ¿Se 

parecen los sitios de unión a cobre entre estas dos proteínas? ¿Cuál es la mínima secuencia 

necesaria para modelar cada sitio de unión? ¿Estos sitios presentan actividad redox?¿Existe 

alguna relación entre la actividad redox de los sitios y las modificaciones oxidativas que sufre 

la AS?  

 

El trabajo presentado en esta tesis se ha realizado en paralelo con estudios de 

resonancia magnética nuclear colectados por el grupo del Dr. Claudio O. Fernández del 

Laboratorio Max Planck de Biología Estructural de Rosario en Argentina; de manera que las 

conclusiones del trabajo se han fortalecido. 

 

Los resultados espectroscópicos de EPR y CD indican que existen tres sitios de unión 

a Cu2+ en la proteína AS. El sitio 1 corresponde al de mayor afinidad y está caracterizado por 

un modo de coordinación ecuatorial 2N2O. El sitio 2, corresponde a un modo de 

coordinación 1N3O, con la participación de la histidina 50 en la coordinación hacia Cu2+. 

Por último, un sitio 3 que corresponde un modo de coordinación 4O en el que participan 

ligandos basados en oxígeno como grupos carboxilato y moléculas de agua. También al 

comparar la proteína completa AS con las variantes AS H50A y AS CT H50A, se concluye 

que el sitio 1 es el sitio de anclaje a Cu2+ en el extremo N-terminal. 

 

El estudio de péptidos sintéticos derivados de la secuencia de aminoácidos del 

extremo N-terminal utilizando diferentes técnicas espectroscópicas fue una estrategia que 

permitió esclarecer los ligantes a Cu2+ en el sitio 1 de la AS con modo de coordinación 2N2O. 

Los ligantes basados en nitrógeno son el nitrógeno del grupo NH2 del extremo amino y el 

nitrógeno de la amida del enlace peptídico entre los aminoácidos metionina 1 y aspártico 2. 
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Por otro lado, el oxígeno de la cadena lateral del aspártico 2 y el de una molécula de agua 

completan la esfera de coordinación a Cu2+. 

  

 El papel que juegan las metioninas 1 y 5 en el proceso de reducción y la reactividad 

frente a oxígeno del complejo de cobre en el sitio 1 de la AS fue determinado usando 

diferentes fragmentos peptídicos con sustituciones de metionina por isoleucina. Los procesos 

termodinámicos y cinéticos de reducción del complejo de cobre son dependientes de la 

presencia de las metioninas. Particularmente la metionina 1 tiene un papel más importante 

que la metionina 5. Este hecho empata con la idea de que la metionina 1 parece ser parte de 

una segunda esfera de coordinación facilitando su reducción y estabilizando al Cu1+ 

coordinando posiblemente al azufre de la cadena lateral de la Met1. Nuestros hallazgos 

fueron soportados utilizando la electroquímica, incluso los potenciales de reducción medidos 

por voltametría cíclica confirmaron la tendencia de reducción de los complejos de cobre de 

las variantes de metionina. 

 

 En los estudios de reactividad, los complejos cobre-AS ya reducidos los reoxidamos 

con una solución saturada de oxígeno, encontramos la siguiente tendencia de reoxidación es: 

AS (1-6) M1I > AS (1-6) > AS (1-6) M5I, lo cual indica que la metionina 5 es importante 

para el proceso de reoxidación, mientras que la metionina 1 juega un papel más importante 

para el proceso de reducción. La caracterización de los productos de la reoxidación demostró 

la presencia de fragmentos peptídicos con oxidación en las metioninas, mostrando que la 

metionina 1 es más susceptible a la oxidación que la metionina 5. La mayor susceptibilidad 

de la metionina 1 a la oxidación es probablemente debida al hecho de que este residuo juega 

un papel clave como ligante tanto para Cu2+ como para Cu1+. Los procesos de óxido-

reducción del complejo cobre-AS aquí estudiados son relevantes cuando la AS se encuentra 

en un ambiente extracelular donde hay agentes reductores y oxígeno. En dichas condiciones, 

se favorecería la oxidación del complejo AS-Cu1+ y la generación de AS con residuos de 

metionina oxidados, como aquellos que han sido observados en los cuerpos de Lewy, 

característica fundamental en la enfermedad de Parkinson. 
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La beta-sinucleína une Cu2+, en tres sitios independientes. El primer sitio de anclaje al metal 

se localiza en el extremo N terminal, mientras que el segundo une a la His65. El primer sitio 

de Cu2+ es modelado por un péptido BS (1-15) e involucra dos nitrógenos y dos oxígenos 

como ligandos. Se estudió la química redox del cobre unido al N terminal de la BS, 

encontrándose que la reducción del sitio es más rápida que en la AS, debido a la presencia 

de una metionina extra que estabiliza la unión a Cu1+. El complejo BS (1-15)-Cu1+ sufre sólo 

una modificación oxidativa de metionina al enfrentarse a oxígeno. Esta diferencia se puede 

deber a la naturaleza del complejo BS-Cu1+ y su reactividad frente a oxígeno. 

 

Mediante la estrategia de usar péptidos sintéticos y espectroscopía esclarecimos la esfera de 

coordinación en el sitio de histidinas en las proteínas AS y BS. En el caso de la AS, los 

ligandos del sitio de Histidina50 corresponden a un modelo 3N1O, donde los ligandos son: 

un nitrógeno del anillo imidazol, dos nitrógenos de grupos amida (V49, His50) y un ligando 

basado en oxígeno. El sitio de la Histidina65 en la BS tiene un modo de coordinación 2N2O, 

donde los ligandos pueden ser un nitrógeno del anillo imidazol de la His65, un nitrógeno de 

algún grupo amida y los otros ligandos oxígenos pueden corresponder a moléculas de agua 

o grupos carbonilo. 

 

 En resumen, en esta tesis demostramos que el uso de distintas técnicas 

espectroscópicas y el diseño racional de fragmentos peptídicos pueden contribuir de manera 

importante al estudio de la interacción de cobre con las proteínas AS y BS. El estudio de la 

naturaleza y la reactividad de los complejos cobre-AS y cobre-BS es relevante para entender 

el papel del cobre en la enfermedad de Parkinson y en otras enfermedades 

neurodegenerativas. Los resultados reportados en esta tesis representan una contribución 

importante a la química bioinorgánica de la enfermedad de Parkinson. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Obtención de Proteínas recombinantes AS 

Las proteínas recombinantes fueron proporcionadas por el grupo de investigación del 

Profesor Claudio O. Fernández, Max Planck Laboratory for Structural Biology, Chemistry 

and Molecular Biophysics of Rosario (MPLbioR, UNR-MPIbpC) e Instituto de 

Investigaciones para el Descubrimiento de Fármacos de Rosario (IIDEFAR, UNR-

CONICET) de la Universidad Nacional de Rosario. A continuación, se enlistan: 

 

AS-wt.  Es la proteína recombinante humana de 140 aminoácidos. 

BS-wt.  Es la proteína recombinante humana de 134 aminoácidos. 

ASH50A.  Es la proteína AS donde la His50 es reemplazada por Alanina. 

BSH65A.  Es la proteína BS donde la His65 es reemplazada por Alanina. 

 

Éstas fueron obtenidas por sobre expresión en E. Coli, esto implica transformar las 

células BL21 con el plásmido p7-T7, el cual contiene la secuencia codificante de la AS. Se 

prepara un precultivo haciendo crecer las bacterias a 37 ºC, se lisan las células con sonicación 

y se centrifuga. Se recogió el pellet para su posterior separación tanto por cromatografía de 

intercambio aniónico como cromatografía de filtración en gel usando solución amortiguadora 

adecuada. Se prepararon alícuotas a la concentración deseada y se congelaron rápidamente 

en nitrógeno líquido. Finalmente se almacenaron a -80 °C. Y finalmente las muestras se 

liofilizaron para su posterior uso. 

 

Síntesis de Péptidos. 

 

La síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS, del inglés Solid-Phase Peptide 

Synthesis), es una estrategia de síntesis química descrita por primera vez por Merrifield en 

1962 para obtener péptidos con secuencias de tamaño menor a 50 aminoácidos176, 177. Esta 

estrategia se basa en la unión del aminoácido que se encuentra en el C-terminal de la 

secuencia, que se desea sintetizar, a un soporte insoluble (sólido)178.  
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Posteriormente al primer aminoácido, la secuencia se elonga al agregar aminoácido 

tras aminoácido, hasta completar la secuencia.  

 

Este método de síntesis presenta numerosas ventajas respecto a la síntesis de péptidos 

en solución. Sus ventajas radican en los rendimientos que se obtienen debido a que al trabajar 

con el péptido unido a un soporte sólido (resina), se pueden emplear excesos de reactivos que 

se eliminan fácilmente tras sencillos procesos de lavado. Además, no se producen pérdidas 

de péptido sintetizado puesto que el soporte sólido al que está unido el péptido permanece en 

el mismo recipiente durante todo el proceso. Por otro lado, las operaciones de lavado y 

filtrado son sencillas y susceptibles de automatización. La síntesis de péptidos SPPS, se 

ilustra en la figura M1.  

 

La secuencia peptídica se sintetiza sobre el soporte sólido polimérico, empezando por 

el C-terminal hacia el extremo N-terminal. Los aminoácidos por otro lado se encuentran 

protegidos tanto en sus cadenas laterales como en el alfa-amino, Fmoc (9-

fluorenilmetoxicarbonilo). Después de tener el primer aminoácido, los demás aminoácidos 

se añaden mediante ciclos repetitivos de desprotecciones y reacciones de acoplamiento entre 

los aminoácidos. Las cadenas laterales de ciertos aminoácidos están protegidas de manera 

permanente mediante “grupos protectores”, que son estables en las condiciones de reacción 

utilizadas durante la elongación del péptido. El grupo α-amino tiene protección temporal (T), 

y generalmente se trata de compuestos derivados de uretano. El grupo de protección temporal 

(T) puede ser fácilmente removido bajo condiciones suaves que preservan al péptido y reduce 

la epimerización (la mayoría de los casos conduce a la formación de oxazolonas) como se 

ilustra en la figura M2. La función protectora de tipo uretano para evitar la epimerización 

también explica la forma de la síntesis. Después del acoplamiento, el exceso de reactivos se 

elimina por filtración y lavados. La desprotección del grupo protector temporal extremo N-

terminal se realiza para permitir la adición del siguiente aminoácido protegido por N-uretano 

y activados en su extremo ácido α-carboxílico. Este proceso (desprotección / acoplamiento) 

se repite hasta llegar a la secuencia deseada. En una etapa final, el péptido se libera de la 

resina y los grupos de protección de las cadenas laterales (Pn) son eliminados, usando ácido 

trifluoroacético. 
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Figura M1. Esquema de la estrategia de la síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS) 

 

 

Figura M2. Remoción del grupo protector, durante la SPPS. Figura adaptada179 
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El test de Kaiser o prueba de ninhidrina180, es una prueba colorimétrica que sirve para 

determinar la presencia o ausencia de grupos amino libres y como control durante la síntesis. 

Se realiza al finalizar el acoplamiento de un aminoácido, de la desprotección de la resina y/o 

de una acetilación. La prueba consiste en tomar una pequeña cantidad de resina seca y 

colocarla en un tubo eppendorf no graduado, añadiendo 20 ul de la solución A [constituida 

por la solución 1 (40g de fenol grado reactivo en 10 mL de metanol absoluto) y la solución 

2 (1 mL de la solución de KCN en 50 mL de piridina de alta pureza), 1:1 (v/v)] y 10 ul de la 

solución B (1.25g de ninhidrina en 25 mL de etanol absoluto), se mezclan y se coloca el tubo 

en un baño previamente calentado hasta ebullición durante 6 minutos. Una coloración de un 

tono azul oscuro es indicativa de la presencia de grupos amino libres y por tanto se continua 

con el siguiente paso en la síntesis. Por otro lado, una coloración amarilla revela que el grupo 

amino se encuentra protegido, y finalmente, coloraciones intermedias (verde, azul claro, 

amarillo- verdoso, etc) indican una mezcla de especies protegidas/desprotegidas, por lo cual 

la reacción en curso (acople o desprotección) se debe repetir para mejorar el rendimiento de 

la síntesis en general. 

 

La solución 1, se debe almacenar en un frasco ámbar y en un lugar oscuro a 

temperatura ambiente, mientras que la solución de KCN (0.065g de KCN en 100 mL de agua 

Milli-Q) se almacena a baja temperatura. Todos los reactivos y disolventes utilizados para la 

SPPS, son de grado reactivo y adquiridos con diversos proveedores. 

 

A continuación, se listan: 

Resinas: 

4-(2,4-Dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxiacetamida norleucilaminometil), 

también llamada Rink Amide (RAM) 

4-(2,4-Dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxiacetamida, conocida también como 

MBHA.  

 

Aminoácidos: 

Todos los aminoácidos están protegidos con el grupo N-fluorenilmetoxicarbonil (F-

moc), de la marca NovaBiochem. 
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Solventes: Piperidina (99.0%), piridina, Ácido trifluoroacético (TFA), Anhídrido Acético 

(98.0%), Triisopropilsilano (TIS, 99.0%), N-metilpirrolidona (NMP, 99.5%), N, N-

diisopropil-carbodiimida (DIC, 99.0%), cianuro de potasio (KCN, 99. 5%), todos de la marca 

Sigma-Aldrich. Dimetilformamida (DMF) y Diclorometano (DCM) de la marca Meyer, 

mientras que el alcohol Isopropílico (IPA) de Fermont y éter etílico de Analitika. 

 

Reactivos: 1,2-etanoditiol (EDT), 1,8-diazabiciclo [5.4.0]undec-7-eno (DBU) de la marca 

Fluka, 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) de CEM corporation.  

 

Mediante la estrategia anterior se sintetizaron los péptidos que se muestran a 

continuación, con ciertas modificaciones en sus extremos. 

 

Tabla 1. Péptidos sintetizados de las proteínas AS y BS 

NOMBRE SECUENCIA MODIFICACIONES 

AS (1-3) MDV 

        Extremo N-terminal libre y 

C-terminal amidado. 

 

AS (1-6) MDVFMK 

AS (1-6) D2A MAVFMK 

AS (1-6) M1I IDVFMK 

AS (1-6) M5I MDVFIK 

AS (1-6) M1I/M5I IDVFIK 

AS (1-15) MDVFMKGLSKAKEGV 

AS (45-55) KEGVVHGVATV 

Extremo N-terminal acetilado, 

C-terminal amidado 

AS (45-50) KEGVVH 

AS (50-55) HGVATV 

AcAS (1-6) AcMDVFMK 

BS (1-15) MDVFMKGLSMAKEGV 
        Extremo N-terminal libre y 

C-terminal amidado. 

BS (60-70) KEQASHLGGAV 
Extremo N-terminal acetilado, 

C-terminal amidado 
BS (60-65) KEQASH 

BS (65-70) HLGGAV 
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Purificación de Péptidos sintetizados. 

 

Los péptidos se purificaron por cromatografía líquida de alto rendimiento en fase 

reversa (HPLC). 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 realización de la 

cromatografía analítica, se utilizó una columna C18 Waters Symmetry, 4.6 X 150 mm, 

mientras que para la purificación en fase reversa se usó una columna C18 Waters μBondapak 

semipreparativa 7.8 X 300 mm, 10 μm, 125 A. La fase móvil ocupada fue: agua MilliQ 

acidificada con TFA al 0.05% y acetonitrilo acidificado con TFA al 0.01% en (JT Baker, 

grado HPLC). El gradiente usado fue de 0 a 30% ACN/TFA (0.01%) en 20 minutos con flujo 

total de 1.5 ml por minuto y las muestras fueron analizadas midiendo la absorbancia a las 

longitudes de onda 210 nm y 274 nm. 

 

 Todos los picos cromatográficos se analizaron mediante espectrometría de masas de 

ionización por electrospray (ESI-MS TOF marca Agilent). Una vez caracterizados los picos, 

los correspondientes a los péptidos se liofilizaron a una temperatura -50 °C y una presión de 

0.18 mbar. Finalmente, los péptidos se guardaron en un desecador a -15 ºC. 

  

Absorción electrónica. 

Los espectros se midieron en el rango de 190 a 800 nm, colectando cada 1 nm. Se 

utilizó un espectrofotómetro UV-Vis de arreglo de diodos, Agilent 8453. Para los 

experimentos se usaron celdas de cuarzo grado sprectrosil de diferentes pasos ópticos: una 

de 0.1 cm para apreciar mejor las transiciones de banda del ligante al metal (LMCT), las 

cuales caen entre 200 y 400 nm aproximadamente y otra de 1 cm para apreciar las transiciones 

tipo d-d (después de los 400 nm). 

 

Dicroísmo circular electrónico (CD por sus siglas en inglés). 

Se midieron los espectros de dicroísmo circular electrónico de cada complejo, cada 2 

nm en un rango de 190 nm a 800 nm con una velocidad de barrido de 100 nm/min y un ancho 

de banda de 5 nm, con una sensibilidad estándar (100 mdeg), un modo de escaneo continuo 

y acumulando de 2 a 3 scans.  
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La concentración de péptido o proteína utilizada fue de 285 a 985 µM y la 

concentración del stock de Cu2+ utilizada fue 30 mM. Se usó un espectropolarímetro de 

dicroísmo circular, Jasco 815 y una celda grado Sprectrosil con paso óptico de 1 cm. 

 

Espectrometría de masas mediante ionización por electrospray con tiempo de 

vuelo (ESI-TOF MS, por sus siglas en inglés). Se obtuvieron los espectros de masas de los 

diferentes péptidos sintetizados, así como de los productos de los ciclos redox de los 

complejos péptidos-Cu. El equipo utilizado fue un Agilent Electrospray ionization (ESI-

TOF). El rango de m/z que se usó fue de 100 a 2500 m/z y con un voltaje del fragmentador 

de 400 mV. En el caso de los péptidos sintetizados, la muestra se inyectó al equipo ESI-TOF 

después de pasar por la purificación por HPLC en fase reversa, en el caso de los complejos, 

que se analizaron después de los ciclos redox, las muestras se trataron con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) y se inyectaron a una columna Eclipse XDB-C18, 4,6 x 

150 mm, 5 μm (PN 993967-902), flujo 0.5 ml/min, 25 ºC, H2O / ácido fórmico (0,5%), 

acetonitrilo y metanol, voltaje capilar 3500 V, temperatura de desgasificación 300 ºC, 

resolución en todos los experimentos > 12.000 a m/z igual a 2722. 

 

Resonancia paramagnética electrónica (EPR por sus siglas en inglés). Los 

complejos péptido-Cu2+ se analizaron mediante EPR a 150 K usando un sistema de nitrógeno 

líquido para temperatura variable ER4131VT, con un flujo adecuado para mantener a baja 

temperatura. El equipo usado fue espectrómetro EMX Plus EPR Bruker System, banda X, 

con una fuente de microondas ER 041 XG y una cavidad ER 4102ST. Se utilizaron las 

siguientes condiciones en el equipo: potencia de microondas: 10 mW; amplitud de 

modulación: 5 G; frecuencia de modulación: 100 kHz; constante de tiempo: 327 ms; tiempo 

de conversión: 82 ms; y cada espectro es el resultado del promedio de 12 corridas. Algunas 

de las muestras para EPR, fueron preparadas a partir de la solución amortiguadora con 50% 

en volumen de glicerol como agente crioprotector, para así obtener un adecuado glaseado de 

la muestra y una mejor resolución del espectro. Cabe mencionar que la adición de glicerol 

no afecta la medición de los complejos, lo cual se comprobó por absorción electrónica en la 

región UV-Vis y por CD. 
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Preparación de las muestras para los estudios cinéticos y espectroscópicos. 

 

Las proteínas AS, BS y AS_H50A recombinantes liofilizadas fueron disueltas en 

diferentes soluciones amortiguadoras adecuadas (NEM o MES 20 mM, 100 mM NaCl). La 

concentración final que se usó fue de 250 a 500 M en el intervalo de pH 5 a 7.5. El agua 

para las soluciones se purificó usando un sistema Millipore, obteniendo una resistividad de 

18 m/cm. El coeficiente de extinción molar usado para ambas proteínas a 274 nm fue de 

274nm=5600 cm-1M-1. 

 

Para los experimentos con péptidos, se prepararon soluciones stocks concentradas de 

10 mM, y posteriormente se diluyeron en las soluciones amortiguadoras correspondientes 

(NEM, MES o MOPS 20 mM, 100 mM NaCl) para obtener una concentración final que varió 

de 250 a 500 M. 

 

El coeficiente de extinción molar para los péptidos sintetizados a 214 nm (214nm), se 

determinó utilizando una curva de calibración preparada en la solución amortiguadora 

adecuado, a partir de la pendiente de la regresión lineal de la curva (concentración vs 

absorbancia), se obtuvo 11500 cm-1M-1, el cual se utilizó para determinar su concentración.  

 

Para los estudios cinéticos la concentración fue de 0.3 mM del complejo Cu2+-péptido 

y se preparó mediante la adición de sulfato de cobre (II) en relación molar de 1:1 o 0.9:1. El 

sulfato de cobre (II) anhidro, fue usado en todos los experimentos. 

 

Preparación de los complejos Cu-AS y Cu-BS. Los péptidos liofilizados se 

disolvieron en solución amortiguadora MOPS (ácido 3- (N-morfolino) propanosulfónico) 20 

mM, NaCl 100 mM, a pH 7.5. Los complejos con una concentración de 300 M (para 

estudios espectroscópicos) y 1000 M (para estudios redox) se prepararon añadiendo sulfato 

de cobre (II) en una razón 1:0.9 respectivamente. 

 

Reducción de los complejos péptido-Cu2+. La reducción de los complejos de 

péptidos de Cu2+ por ascorbato se realizó en condiciones anaeróbicas. Los complejos en 
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solución amortiguadora MOPS 20 mM pH 7.5 se desgasificaron en una línea de Schlenk, 

bajo una atmósfera de nitrógeno de alta pureza. Los complejos desgasificados se colocaron 

en una celda de cuarzo anaeróbica de 1 cm. Después de la adición de 16 equivalentes de L-

(+) ascorbato se siguió la intensidad de la banda d-d característica (610 nm) en función del 

tiempo. La solución se mantuvo en atmósfera de nitrógeno de alta pureza durante el curso 

del experimento para asegurar un ambiente anaeróbico. 

 

Reoxidación del complejo AS (1-6)-Cu1+ y BS (1-15)-Cu1+. La reacción de oxígeno 

con los complejos de Cu1+ preparados con 0.9 mM de péptido y 0.9 equivalentes de Cu en 

solución amortiguadora MOPS 20 mM a pH 7.5) se inició añadiendo 10% de volumen de la 

misma solución amortiguadora saturada de oxígeno a 4 ºC y fue realizada en un 

espectrofotómetro Agilent 8453 equipado con un arreglo de diodos. Todos los experimentos 

se llevaron a cabo en una celda de cuarzo con paso óptico de 1 cm. 
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ANEXOS 

A1. Gráficas Peisach-Blumberg. 

 

Para asignar la coordinación ecuatorial de cada complejo, se extraen los valores A y g 

paralelos del espectro experimental de EPR. El valor g es adimensional, mientras que el valor 

A está en unidades de campo magnético (Gauss). Posteriormente, con los valores de g y A 

(en diferentes unidades de campo, como miliKaisers, mK) y utilizando en las gráficas de 

correlación de Peisach-Blumberg (Figura A1), se determinan los posibles modos de 

coordinación. Para realizar la conversión de unidades de Gauss a miliKaisers usar la ecuación 

1. Cabe recalcar que las correlaciones a partir de las cuáles se obtienen los ligandos a Cu2+, 

fueron hechas en 1974 en modelos peptídicos y en proteínas de cobre cuyas estructuras ya 

habían sido definidas a partir de difracción de Rayos X o ya habían sido exhaustivamente 

estudiadas por EPR. 

𝐀 = 𝟎. 𝟎𝟒𝟔𝟔𝟖𝟔𝐠∆𝐇 ………………………………………………...Ecuación (A1) 

Donde g, es la constante giromagnética y H es el valor de A en Gauss. 

 

Figura A1. Gráfico Peisach Blumberg. 
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A2. Caracterización de péptidos sintéticos. 

 

Todos los péptidos sintetizados fueron amidados en el C-terminal y, a excepción del 

péptido AcAS (1-6), todos tuvieron el grupo amino libre del extremo N-terminal. Para 

obtener una pureza adecuada para los experimentos Los péptidos fueron purificados por 

HPLC (high performance liquid chromatography) en fase reversa con un método semi-

preparativo usando una columna semiprep Waters® μBondapack C18. La masa molecular 

de cada péptido fue confirmada por ESI-MS (electrospray ionization mass spectroscopy) y 

la pureza final fue determinada por HPLC analítico, obteniendo una pureza > 95%.  

 

 

 

Figura A2. Espectros de Masas ESI-TOF (arriba) y cromatogramas analíticos HPLC 

(abajo) de los péptidos: MDVFMK (A y E), MDVFIK (B y F), IDVFMK (C y G), e IDVFIK 

(D y H). Los péptidos se purificaron usando HPLC en fase reversa con una columna C18 y 

un gradiente de 0 a 30% ACN/H2O en 20 minutos. Como se observa en la figura A2, los 

tiempos de retención fueron: 10.23 min para el fragmento MDVFMK, 10.45 min para 

MDVFIK, 11.23 min para IDVFMK y 10.45 min para IDVFIK, monitoreando la absorbancia 

a =214 nm. 
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