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RESUMEN 
El β-amiloide (βA) es un péptido de 38–43 aminoácidos que une Cu2+ con alta afinidad en el 

extremo N-terminal. La acumulación del βA y la alteración de la homeostasis de cobre son 

dos características observadas en cerebros afectados por la Enfermedad de Alzheimer. 

Estudios recientes demostraron que el βA inhibe dos mecanismos neuroprotectores que 

requieren de Cu2+ y de la proteína prion celular (PrPC). El βA y otros quelantes de Cu2+ 

previenen la unión de la PrPC a los receptores para N-metil-D-aspartato (NMDAR) y también 

reducen la S-nitrosilación de los residuos de Cys del NMDAR. En ambos casos, el efecto del 

βA y otros quelantes provoca la sobreactivación del receptor y hace vulnerables a las 

neuronas a sufrir lesiones por exitotoxicidad. En este contexto, se ha propuesto que los 

complejos Cu2+-PrPC pueden catalizar la reacción de S-nitrosilación y se ha asociado la 

toxicidad del βA a su capacidad para competir por Cu2+ con la PrPC.  

 

La PrPC une hasta seis átomos de Cu2+ en su extremo N-terminal: de uno a cuatro en la región 

octarepeat (OR)—dando lugar a tres modos de coordinación (componentes 1, 2 y 3)—y dos 

en los sitios de His96 e His111 de la región non-octarepeat (non-OR). Además, el 

procesamiento proteolítico de la PrPC por las α-secretasas produce un nuevo sitio de unión a 

Cu2+ conocido como α-His111. Previamente, se demostró que la afinidad y reactividad de los 

complejos Cu2+-PrP dependen del modo de coordinación. Por lo que, en este trabajo se evaluó 

el efecto del βA sobre la coordinación de Cu2+ en cada sitio de unión a metal presente en la 

PrPC y la reactividad de óxido nítrico de los complejos Cu2+-PrP, utilizando diferentes 

técnicas espectroscopicas.  

 

Los resultados obtenidos demuestran que el efecto del βA en la coordinación de Cu2+-PrP y 

la reactividad de los complejos Cu2+-PrP son sitio-específicos. En la región OR, el βA no 

puede remover al Cu2+ del componente 3, forma complejos ternarios OR-Cu2+-βA con el 

componente 1 y altera el equilibrio entre los componentes 1, 2, y 3 en favor del componente 

3. Por otra parte, el βA remueve completamente el Cu2+ de los sitios de His96 e His111 en la 

región non-OR y forma dos complejos ternarios distintos en el sitio de la α-His111. De forma 

similar, la reactividad de los complejos Cu2+-PrP frente al óxido nítrico es diferente para cada 
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sitio de unión: el óxido nítrico reacciona con mayor rapidez con el complejo Cu2+-His111 en 

comparación con el complejos Cu2+-His96 y es inerte ante el complejo Cu2+-α-His111.  

 

En conjunto, los resultados de este trabajo sugieren que el βA puede afectar las funciones de 

la PrPC que dependen de Cu2+ a través de varios mecanismos: por competencia por el metal, 

por la formación de especies ternarias PrPC-Cu2+-βA y por el cambio en los equilibrios entre 

las diferentes especies Cu2+-PrPC. Además, los resultados de este estudio señalan al sitio de 

la His111 como el mejor candidato para catalizar al reacción de S-nitrosilación. Estos 

hallazgos contibuyen al entendimiento de la química detrás la modulación del receptor 

NMDA dependiente de Cu2+ y PrPC y de cómo ésta se podría ver afectada por la acumulación 

del péptido βA observada en la enfermedad de Alzheimer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	 21	

 

 

 

 

ABSTRACT 
The amyloid-beta (Aβ) is a peptide of 38–43 amino acids that binds Cu2+ with high affinity 

at its N-terminal region. Accumulation of Aβ and disruption of copper homeostasis are two 

hallmarks of Alzheimer’s disease. Recent studies demonstrated that Aβ inhibits two 

neuroprotective mechanisms dependent on Cu2+ and the cellular prion protein (PrPC). Aβ and 

other copper chelators can interfere with the binding between PrPC and N-methyl-D-aspartate 

receptors (NMDAR) and reduce S-nitrosylation of Cys residues at NMDAR. In both cases, 

Aβ and copper chelators induce overactivation of the NMDAR receptor and excitotoxicity. 

In this context, it has been proposed that the complexes Cu2+-PrPC catalyze the S-

nitrosylation, and the Aβ toxicity is associated with its ability to remove Cu2+ from PrPC.  

 

The PrPC binds up to six Cu2+ ions at its N-terminal region: from one to four at the octarepeat 

region (OR)—yielding three coordination modes (components 1, 2, and 3)—and two at the 

His96 and His111 sites in the non-OR region. Additionally, a new Cu2+ binding site, termed 

α-His111, is formed after the proteolytic processing of PrPC by α-secretases at 

Lys110/His111. Previously, it has been demonstrated that the affinity and reactivity of the 

Cu2+-PrP complexes depend on the coordination mode. Therefore, in this study, we evaluated 

the effect of Aβ on Cu2+ coordination at each metal-binding site of PrPC and the reactivity of 

nitric oxide with the complexes Cu2+-PrP using different spectroscopic techniques.  

 

Our results show that both, the effect of Aβ and the reactivity with nitric oxide, are site-

specific. At the OR region, Aβ cannot remove Cu2+ from component 3, while it forms ternary 

complexes OR-Cu2+-βA with component 1 and perturbs the equilibrium between components 

1, 2, and 3. On the other hand, Aβ removes all the Cu2+ from His96 and His111 sites at the 

non-OR region, while it forms two different ternary complexes at the α-His111 site. 

Similarly, the reactivity of Cu2+-PrP complexes depends on the metal-binding site: nitric 
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oxide reacts faster with the Cu2+-His111 than with the Cu2+-His96 complex, and it cannot 

react with the Cu2+-α-His111 complex.  

 

Overall, the spectroscopic results suggest that Aβ can affect the Cu2+-dependent functions of 

PrPC through several mechanisms, including removal of the metal ion, formation of ternary 

complexes PrPC-Cu2+-Aβ, and perturbing the equilibrium between the different Cu2+-PrP 

species. Moreover, this study points to the His111 site as the best candidate site to catalyze 

the S-nitrosylation reaction. Taken together, in this report, we provide new insights into the 

chemistry involved in the Cu2+-dependent modulation of NMDAR by PrPC and how it is 

affected by the accumulation of Aβ observed in Alzheimer’s disease. 
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INTRODUCCIÓN 
A lo largo de la historia, uno de los grandes retos de la humanidad ha sido entender cómo 

funciona el cerebro, cuáles son las bases moleculares de la consciencia, el aprendizaje y la 

memoria.1, 2 A este reto se ha sumado la necesidad de comprender aquellos mecanismos que 

dañan y destruyen el sistema nervioso central (SNC), entre ellos los asociados a la  

neurodegeneración.3 En este contexto, la enfermedad de Alzheimer (EA) es todo un enigma, 

ya que afecta de forma severa el aprendizaje, la memoria y la consciencia—procesos cuya 

fisiología aún no se comprende—e involucra procesos patológicos progresivos que paracen 

imposibles de detener.  

 

En 1906 el psiquiatra Alois Alzheimer describió por primera vez clínica, anatómica e 

histológicamente la enfermedad que hoy lleva su nombre.4, 5 En el reporte de Alzheimer se 

documentó el caso de una mujer de 50 años con desordenes del sueño, problemas de 

memoria, agresividad, llanto y confusión progresiva.4, 5 En el análisis postmortem del cerebro 

de esta paciente, se asoció esta sintomatología con la presencia de dos tipos de lesiones: las 

placas amiloides y las marañas neurofibrilares.4, 5 Después de un siglo de investigación se ha 

acumulado una gran cantidad de conocimiento sobre la EA: actualmente se conoce que los 

principales componentes de las placas amiloides y las marañas neurofibrilares son el péptido 

β-amiloide (βA) y la proteína tau hiperfosforilada, se han obtenido imágenes con resolución 

atómica de la estructura que adoptan estas proteínas en muestras derivadas de cerebros 

humanos,6, 7 e incluso en estudios recientes se ha logrado monitorear la presencia de estos 

marcadores en el cerebro de pacientes vivos.8  De igual forma, se han identificado varias vías 

de señalización involucradas en el desarrollo de la patología y se ha estudiado con gran 

detalle cómo cada componente del SNC se ve afectado en la EA: neuronas, microglia, 
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astrocitos y vasos sanguíneos.9-12 Sin embargo, a pesar de todo este conocimiento generado 

sobre la EA seguimos sin entender por completo los cambios bioquímicos que determinan la 

transición entre un cerebro sano y un cerebro con EA, cómo estos cambios se traducen en 

adaptaciones estructurales y funcionales observadas en los principales tipos celulares del 

SNC y finalmente cómo se desencadena la neurodegeneración descontrolada. Éste ha sido el 

mayor obstáculo para desarrollar una terapia efectiva que detenga o revierta el curso de la 

enfermedad.13 

 

En este punto, es importante recordar que cada red neuronal, axón, dentrita, sinapsis, 

proteína, y ácido nucleico está formado por átomos. La organización de estos átomos 

determina la estructura de las proteínas y los cambios conformacionales que dan lugar a la 

activación de vías de señalización, y también determina las modificaciones estructurales y 

funcionales que sufren las estructuras celulares. Por lo que, a la par del estudio del impacto 

de la EA a nivel anatómico, estructural y funcional, es necesario estudiar la dinámica de los 

mecanismos asociados con patología a una escala átomica. Esto con la finalidad de elucidar 

con precisión cuáles son los elementos clave en la transición de un cerebro sano a un cerebro 

con EA.  

 

En las células, la mayor parte de la señalización está gorbernada por los cambios en el 

potencial de membrana, las interacciones proteína-proteína, la unión de moléculas de 

señalización a receptores y la unión de Ca2+ a proteínas. El potencial de membrana de las 

células a su vez está determinado por la concentración de metales alcalinos/alcalinoterreos 

(Na1+, K+ y Ca2+) en cada compartimento y su movimiento a través de canales iónicos.14-16 

Por otra parte, el Ca2+ es un mediador clave en la señalización celular, ya que se une a 

diferentes proteínas y provoca cambios conformacionales que activan o inhiben vías de 

señalización.17 En estudios recientes se ha propuesto que otros metales como el Cu2+ pueden 

participar en la comunicación celular al promover modificaciones postraduccionales como la 

S-nitrosilación.18  Sin embargo,  es importante destacar que las propiedades químicas del 

Cu2+ son muy diferentes a las de los metales alcalino/alcalinoterreos (Na+, K+ y Ca2+).19-22  

Los metales como Na+, K+ y Ca2+ tienen una alta solubilidad en agua y su unión a proteínas 

ocurre a través de interacciones débiles (principalmente electrostáticas). Estas propiedades 
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permiten que el Na+, K+ y Ca2+ se puedan mover rápidamente entre los compartimentos 

celulares y transmitan señales eléctricas.19-22 Por el contrario, el Cu2+ es un metal de 

transición, poco soluble en agua y cuya distribución en las célula está estrictamente regulada 

por su unión a una red de proteínas.19-22 A diferencia del Na+, K+ y Ca2+, el Cu2+ es altamente 

reactivo: puede aceptar electrones y promover reacciones de óxido-reducción como la 

activación de oxígeno y la S-nitrosilación.19-22 En este trabajo se estudió la interacción entre 

Cu2+ y dos de las proteínas señaladas como clave en la patología de la EA—la proteína prion 

celular y el péptido βA—con la finalidad de enteder como las propiedades químicas del metal 

pueden contribuir a la función de estas proteínas y/o a su toxicidad.  

 

En el Capítulo I de esta Tesis se analiza la evidencia que señala al Cu2+, al peptido βA y a la 

PrPC como elementos clave en la EA y se explica cómo la espectroscopia puede ayudar a 

enteder el papel del Cu2+ y estas proteínas en la EA. En el Capítulo II se delimitan los 

objetivos de esta investigación y su metodología. En el Capítulo III se presentan y analizan 

los resultados obtenidos. Finalmente, en los capítulos IV V y VI se discute la relevancia de 

dichos resultados y se delinea el camino a seguir para estudiar estas interacciones en sistemas 

más complejos, donde aún es complicado elucidar con detalle atómico la interacción 

proteína-proteína e interacción metal-proteína.  

 

 

 

 “Un equipo interdisciplinario no es aquel donde el biólogo hace biología, el físico hace 

física y el químico hace química. Es aquel donde el biólogo ve el mundo a través de los 

ojos de físico y el químico y permite que ellos lo vean a través de los suyos, para juntos 

tener una visión más completa de la realidad” 

“La vida no conoce las fronteras de la ciencia” 

Yanahi Posadas 
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CAPÍTULO I. ANTECEDENTES 

1.1. La enfermedad de Alzheimer  

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden crónico-neurodegenerativo observado  

exclusivamente en humanos y asociado con el envejecimiento.23 Clínicamente, la EA se 

caracteriza por la pérdida gradual de memoria, la cual progresa a deterioro cognitivo severo, 

afectando el comportamiento, el habla, la orientación visual y espacial, y en etapas tardías el 

sistema motor.24, 25 El daño en el cerebro de los pacientes afectados por EA se distingue a 

nivel macroscópico post-mortem, donde se observa una disminución de la masa total del 

cerebro,  los ventrículos y los surcos corticales se encuentran agrandados y el locus coeruleus 

hipopigmentado (Ver Figura 1.1).24 Las regiones más atrofiadas son la amígdala, el 

hipocampo y la corteza cerebral, principalmente en las zonas temporal y frontal, las áreas de 

asociación y el lóbulo límbico.24 En el examen microscópico del cerebro con EA, se detectan 

dos tipos lesiones: en el espacio extracelular, las placas amiloides formadas principalmente 

por el péptido β-amiloide (βA), y dentro de las neuronas, las marañas neurofibrilares 

compuestas esencialmente por la proteína tau hiperfosforilada.24 Este tipo de lesiones están 

frecuentemente asociadas a neuritas distróficas y cuerpos neuronales dañados.24, 26 Aunque 

la relación entre los agregados proteicos y los mecanismos que desencadenan la 

neurodegeneración aún está en controversia, la evidencia indica que sus principales 

componentes—el péptido βA y la proteína tau—desempeñan un papel clave en el desarrollo 

de la patología de la EA.27  

 

El péptido βA es un fragmento de 40–43 aminoácidos secretado al espacio extracelular 

después del corte proteolítico de la proteína precursora amiloide (APP) por las β-, γ-

secretasas.28 Por otra parte, tau es una proteína intracelular que se une a los microtúbulos y 

regula el transporte axonal.28 Mutaciones específicas en los genes que codifican para la APP 

y para las proteínas que forman el complejo de la γ-secretasa—presenilina-1 (PS1) y 

presenilina-2 (PS2)—son suficientes para causar la EA.29 En estudios in vitro con células 

troncales neuronales humanas, se demostró que las mutaciones en APP, PS1 y PS2 

desencadenan la agregación de la proteína tau, la cual se ve disminuida tras inhibir la 
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producción del βA.30 En conjunto, esto sustenta el papel central de APP y el péptido βA en 

los mecanismos patológicos de la EA.  

 

 
Figura 1.1 Características macroscópicas de un cerebro con EA. En el panel superior izquierdo se muestra 
la vista lateral de un cerebro sano y en el panel superior derecho la de un cerebro con EA. En esta comparación, 
se aprecia un agrandamiento en surcos corticales (puntas de flecha) y los ventrículos laterales (flechas 
completas). En los paneles inferiores derecho e izquierdo se muestra el tegumento pontino, donde se encuentra 
las neuronas pigmentadas del locus coeruleus (círculo blanco), cuya pérdida es característica distintiva del 
cerebro con EA. Adaptado de la referencia (24).    
 
Hasta el momento se han identificado más de 272 mutaciones asociadas con la EA, la 

mayoría de ellas se encuentran en el gen que codifica para PS1 (233 mutaciones), 32 

mutaciones en el gen que codifica para APP, y 20 en el gen que codifica para PS2.29  Los 

pacientes portadores de alguna de estas mutaciones presentan un cuadro agresivo de la 

enfermedad caracterizado por el inicio temprano de los síntomas, los cuales se pueden 
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manifestar desde los 25 años en algunos casos y en promedio a los 46 años.29, 31 A este tipo 

de EA se le conoce como Alzheimer Familiar (FAD, por sus siglas en inglés) o Alzheimer 

de inicio temprano (EOAD, por sus siglas en inglés).24 Los casos de FAD representan menos 

del 5% del total de los diagnósticos de la EA, el 95% restante tiene una etiología esporádica 

y se observan principalmente en personas mayores de 65 años.24, 31 Aunque los pacientes con 

EA de origen esporádico no presentan las mutaciones asociadas con FAD en su línea genética 

germinal, al analizar post-mortem las neuronas dañadas de los cerebros de este tipo de 

pacientes se han identificado una gran diversidad de transcritos (mRNA) que no se observan 

en neuronas sanas.32  Entre estos transcritos se encuentran varias de las mutaciones de APP 

asociadas con FAD, las cuales podrían provenir de un proceso de recombinación.32 Lo 

anterior resalta la importancia de APP no solo en los casos de FAD, sino también en aquellos 

casos de etiología esporádica.32 De forma consistente, a pesar de que la EA parece afectar 

únicamente a humanos, se han generado modelos murinos transgénicos en los que se sobre-

expresan las secuencias humanas de las proteínas APP, PS1 o PS2 con las mutaciones 

asociadas a los casos de FAD.23, 33-36 Estos modelos transgénicos reproducen, al menos  en 

cierta medida, las características histopatológicas observadas en la EA y el deterioro 

progresivo en la memoria (Ver Tabla 1.1).23, 33-36   

 
Tabla 1.1 Características histopatológicas observadas en algunos modelos murinos transgénicos de la 
EA. 

Modelo Mutaciones Características histopatológicas Ref. 

APPswe/ 
PS1dE9 

APP: K970N/M671L 
PS1: Eliminación del 
exón 9      

Presenta depósitos de βA en el parénquima desde los 4 meses y la 
activación de glia a partir de los 6 meses. No presenta marañas 
neurofibrilares.   

33 

APPV717I APP: V717I Las placas amiloides se observan hasta los 12 meses. En las placas 
amiloides se detecta tau hiperfosforilada, pero no se observan 
marañas neurofibrilares.  

34 

5xFAD APP: K670N/M671L,  
          I716V, V717I 
PS1: M146L, L286V  

Presenta placas amiloides y gliosis desde los 1.5 meses. También 
presenta βA intraneuronal en dendritas y soma, acompañada de 
pérdida neuronal en corteza y subiculum. No presenta marañas 
neurofibrilares.   

35, 36 

Tg2576 APP: K670/M671L Presenta placas amiloides, se observa tau fosforilada en placas con 
neuriticas distróficas, pero no fibras de tau. No se observan 
marañas neurofibrilares.   

37 

APP751SL APP: K670N/M671L,     
         V717I 

Presenta placas amiloides desde los 3–4 meses, la edad a la que 
aparecen las placas depende de los niveles de expresión de la APP 
mutante. Se observan neuritas distróficas positivas para APP y tau. 
No se observan marañas neurofibrilares.  

38 
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Debido al papel central del βA, APP y las presenilinas (PS1 y PS2) en la patología de la EA, 

gran parte de las estrategias terapéuticas propuestas tienen como objetivo inhibir el 

procesamiento proteolítico de la APP que da lugar al péptido βA, o bien facilitar la 

eliminación del βA,39 dejando de lado la comprensión de la función de APP y las 

implicaciones del βA en dicha función. Estudios con ratones que carecen de los genes que 

codifican para APP han demostrado que esta proteína participa en el desarrollo del sistema 

nervioso central (SNC), la formación de sinapsis, la diferenciación neuronal y la plasticidad 

sináptica.40 Además, en este mismo tipo de investigaciones, se ha observado que la ausencia 

de APP provoca alteraciones importantes en la homeostasis de metales de transición, tales 

como hierro y cobre.41 Por otra parte, al reducir la expresión del gen que codifica para PS1 

en cultivo celular disminuye la entrada de cobre y zinc.42 En general, esta evidencia indica 

que existe un vínculo entre las principales proteínas asociadas a la EA—APP y PS1—y la 

homeostasis de metales de transición como el cobre. Lo anterior es consistente con las 

alteraciones de la homeostasis de cobre observadas en los ratones transgénicos 5xFAD  y 

Tg2576 utilizados para el estudio de la EA (Ver Tabla 1.1).43, 44 En la siguiente sección se 

analiza la evidencia científica que demuestra una relación entre  la homeostasis de cobre y la 

EA. 

 

1.2. El ion cobre en la enfermedad de Alzheimer  

El cobre es un metal indispensable para el desarrollo, maduración y funcionamiento del 

SNC.45 Este metal participa en varios procesos importantes para las células neuronales, tales 

como: la transmisión sináptica, la neurogénesis, la neuritogénesis y la mielinización.45 En los 

seres vivos, el cobre se puede encontrar en dos estados de oxidación, Cu+ y Cu2+, lo cual le 

confiere la capacidad de catalizar reacciones de óxido-reducción y participar en procesos que 

requieren transferencia de electrones.46 Estas propiedades químicas del cobre son 

aprovechadas por sistemas enzimáticos implicados en el metabolismo energético (citocromo 

c oxidasa), la detoxificación de radicales libres (superóxido dismutasa), la pigmentación 

(tirosinasa), la maduración de neuropéptidos (peptidil-α-monooxigenasa), y la síntesis de 

neurotransmisores (dopamina β-hidroxilasa).46 En el cerebro, el cobre además de ser un 

cofactor enzimático participa en la modulación de canales iónicos sensibles a 

neurotransmisores (receptores GABAA, AMPA y NMDA), y canales de calcio activados por 
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voltaje, ambos indispensables para la transmisión sináptica.18, 47-51 Dada la importancia 

funcional del cobre, la alteración de su homeostasis puede provocar un desbalance en las 

catecolaminas, mielinización aberrante de las neuronas, pérdida de la arquitectura cerebral y 

un amplio espectro de síntomas neurológicos y psiquiátricos.45 Tanto el exceso como la 

deficiencia de cobre pueden causar neurodegeneración. Un claro ejemplo de lo anterior es: 

la enfermedad de Menkes—deficiencia de cobre en el cerebro provocada por mutaciones en 

el transportador de cobre ATP7A—y la enfermedad de Wilson—acumulación de cobre en el 

cerebro asociada a mutaciones en la ATP7B—, ambas enfermedades provocan una 

disfunción neurológica progresiva.52, 53  

 

En pacientes con EA y en algunos modelos murinos se han documentado alteraciones en la 

homeostasis de cobre: los niveles de este metal con deficientes en el tejido cerebral (Ver 

Tabla1.3),44, 54-60 mientras que se acumula en suero (ver Tabla 1.2),61-66 y en las placas 

amiloides (Ver Tabla 1.4).43, 67-69 En la sangre de individuos sanos aproximadamente entre el 

85–95% del cobre se encuentra unido a ceruloplasmina (Cp). Sin embargo, en pacientes con 

EA se incrementa la proporción cobre no unido a Cp, también conocido como cobre lábil. 

Los niveles de cobre lábil observados en suero de pacientes con EA son comparables con los 

detectados en la enfermedad de Wilson.66 Recientemente, se identificaron dos variantes en el 

gen del transportador de cobre asociado con la enfermedad de Wilson (ATP7B), cuya 

presencia incrementa el riesgo de pacientes con EA para acumular cobre lábil en el suero.65 

Aunque a nivel periférico la afectación en la homeostasis de cobre en los pacientes con EA 

es similar a la observada en la enfermedad de Wilson, a nivel central se presenta una 

deficiencia de este metal (Ver Tabla 1.3), contrario a la acumulación de cobre en el cerebro 

característica de la enfermedad de Wilson y similar a lo observado en la enfermedad de 

Menkes.70 Las características del desbalance de la homeostasis de cobre en la EA, 

comparables con lo que ocurre en la enfermedad de Wilson y Menkes, sugieren que este 

metal podría estar implicado en los mecanismos patológicos que afectan el tejido cerebral en 

la EA. 
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Tabla 1.2 Estudios en los que se mide cobre en suero de pacientes con EA. 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Técnica 
utilizada Ref. 

2011 Copper in Alzheimer’s disease: a 
meta-analysis of serum, plasma, and 
cerebrospinal fluid studies 

Niveles elevados de cobre en suero de 
pacientes con EA. 
 

Diferentes 
técnicas  
(Meta-análisis)   

61 

2013 ATP7B variants as modulators of 
copper dyshomeostasis in 
Alzheimer’s disease 

Niveles altos de cobre unido a ceruloplasmina 
(Cp) y cobre no unido a Cp, en suero de 
pacientes con EA. Pacientes con EA y el 
polimorfismo de un solo nucleótido ATP7B 
rs7323774 presentan mayores niveles de cobre 
no unido a Cp en suero.  

Método 
colorimétrico y 
espectrometría 
de absorción 
atómica.  
 

62 

2014 Meta-analysis of serum non-
ceruloplasmin copper in 
Alzheimer’s disease 

Niveles altos de cobre total y cobre no unido a 
Cp, en suero de pacientes con EA. 

Diferentes 
técnicas  
(Meta-análisis)   

63 

2016 Electroencephalographic fractal 
dimension in healthy ageing and 
Alzheimer’s disease 

Niveles altos de cobre no unido a Cp 
aparentemente aceleran la reducción de 
actividad neuronal compleja observada en 
individuos con EA.   

Método 
bioquímico (no 
se especifican 
detalles)  

64 

2017 Measurements of serum non-
ceruloplasmin copper by a direct 
fluorescent method specific to Cu2+ 

Se validó un método directo para determinar 
cobre no unido a Cp por fluorescencia. Los 
niveles de cobre no unido a Cp son 1.5 veces 
mayores en pacientes con EA. 

Sensor 
fluorescente 
específico para 
Cu2+. 

71 

2017 Non-ceruloplasmin copper distincts 
subtypes in Alzheimer’s disease: a 
genetic study of ATP7B frequency 

Los pacientes con la variante genética de 
ATP7B (rs732774 genotipo GG y TT) tienen 
1.7–1.8 veces más riesgo de tener niveles de 
cobre no unido a Cp alto, en comparación con 
quienes no tienen esta variante.  

Sensor 
fluorescente 
específico para 
Cu2+. 

65 

2018 Copper dyshomeostasis in Wilson 
disease and Alzheimer's disease as 
shown by serum and urine copper 
indicators 

El nivel de cobre no unido a Cp en suero es 
similar en pacientes con enfermedad de 
Wilson y EA. 

Espectrometría 
de absorción 
atómica. 

66 

 

Además de la deficiencia de cobre en el tejido cerebral y la acumulación de cobre lábil en 

suero de pacientes con la EA, este metal se acumula en las placas amiloides, particularmente 

en aquellas que rodean los vasos sanguíneos.43, 44, 58-60, 67-69 Por lo cual, el uso de quelantes 

para remover al metal acumulado en plasma y/o en las placas amiloides se ha propuesto como 

estrategia terapéutica para restaurar la homeostasis de cobre en pacientes con EA. Algunas 

moléculas con este blanco farmacológico se han probado en estudios preclínicos y clínicos, 

tal es el caso de la D-penicilamina, el clioquinol y el PBT2 (Ver Tabla 1.5). 66, 72-83 
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Tabla 1.3 Estudios en los que se mide cobre en muestras de tejido cerebral de pacientes con EA. 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Técnica utilizada Ref. 

1996 Copper, iron and zinc imbalance 
in severely degenerated brain 
regions in Alzheimer’s disease: 
possible relation to oxidative 
stress 

Disminución de los niveles de cobre en 
hipocampo y amígdala, en muestras de 
pacientes con EA.   

Análisis instrumental 
de activación de 
neutrones (INAA) 

54 

2011 Effect of cerebral amyloid 
angiopathy on brain iron, and zinc 
in Alzheimer’s disease  

Disminución de los niveles de cobre en 
el tejido de pacientes con EA, con y sin 
angiopatía amiloide (CAA). 
Acumulación de cobre en la vasculatura 
de aquellos pacientes con EA que 
presentan CAA.    

Espectrometría de 
absorción atómica  

55 

2011 Iron, zinc and copper in the 
Alzheimer’s disease brain: a 
quantitative meta-analysis. Some 
insight on the influence of citation 
bias on scientific opinion 

Niveles de cobre disminuidos en la 
neocorteza de pacientes con EA. 

Diferentes técnicas  
(Meta-análisis)   

56 

2012 Elevated labile Cu is associated 
with oxidative pathology in 
Alzheimer disease 

Niveles elevados de cobre lábil en la 
corteza temporal y frontal de pacientes 
con EA. Disminución de la cantidad 
total de cobre en la corteza; sin embargo, 
al normalizar por el contenido de 
proteína no se encontraron diferencias 
significativas.  

Espectrometría de 
masas por plasma 
acoplado 
inductivamente (ICP-
MS), para distinguir el 
Cu lábil se utilizó el 
ensayo de fenantrolina   

57 

2016 Elevation of brain glucose and 
polyol-pathway intermediates 
with accompanying brain-copper 
deficiency in patients with 
Alzheimer’s disease: metabolic 
basis for dementia 

Deficiencia de cobre en el cerebro de 
pacientes con EA. 

Espectrometría de 
masas por plasma 
acoplado 
inductivamente (ICP-
MS). 

84 

2017 Evidence for widespread, severe 
brain copper deficiency in 
Alzheimer’s dementia 

Niveles de cobre disminuidos del 50–
70% en hipocampo, corteza entorrinal, 
giro medial-temporal, corteza sensorial, 
corteza motora, giro cingulado y 
cerebelo. 

Espectrometría de 
masas por plasma 
acoplado 
inductivamente (ICP-
MS). 

70 

 

La D-penicilamina es un quelante de Cu+ utilizado en el tratamiento de la enfermedad de 

Wilson e incapaz de atravesar la barrera hemato-encéfalica (BHE). El potencial terapéutico 

de este compuesto en la EA se evaluó en un estudio clínico piloto fase II, donde se observó 

que disminuye la actividad de superóxido dismutasa en glóbulos rojos en suero, y aumenta 

la excreción de cobre en orina en pacientes con EA, pero no produce mejoría a nivel 

cognitivo.66, 72, 73 Debido a su aparente limitado potencial terapéutico, el estudio de la D-

penicilamina para tratar la EA se abandonó por muchos años; sin embargo, un trabajo 

reciente, en el cual se utiliza una formulación nasal de D-penicilamina en hidrogel, mostró 

resultados prometedores a nivel conductual en el modelo murino APPswe/PS1dE9.74   
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Tabla 1.4 Estudios que demuestran la acumulación de cobre en las placas amiloides de pacientes y 
modelos murinos de la EA. 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Técnica utilizada Ref. 

1998 Copper, iron and zinc in 
Alzheimer’s disease senile 
plaques 

Acumulación de cobre en placas seniles 
de pacientes con EA.  

Emisión de rayos-X 
inducida por micro-
partículas  

67 

2006 Synchrotron-based infrared and 
X-ray imaging shows focalized 
accumulation of Cu and Zn co-
localized with b-amyloid 
deposits in Alzheimer’s disease 

El péptido βA co-localiza con el cobre 
en las placas amiloides de pacientes con 
EA.  

Micro-espectroscopia 
intrarroja con 
transformada de Fourier 
(FTIRM) y fluorescencia 
de rayos-X (SXRF) 

68 

2009 Amyloid plaques in PSAPP 
mice bind less metal than 
plaques in human Alzheimer’s 
disease 

Las placas amiloides del modelo murino 
de AD APPswe/PS1dE9 no acumulan 
cobre. 

Microscopia de 
fluorescencia de rayos-X 
(SXRF) 

69 

2012 Immunogold labeling and X-ray 
fluorescence microscopy reveal 
enrichment ratios of Cu and Zn, 
metabolism of APP and 
amyloid-b plaque formation in a 
mouse model of Alzheimer’s 
disease 

Cobre y el péptido βA42 co-localizan 
durante la formación de las placas 
amiloides en el modelo murino 
APPV717I.  

Microscopia de 
fluorescencia de rayos-X 
(SXRF) utilizando 
anticuerpos anti-bA42 
marcados con oro  

43 

2013 Elevated copper in the amyloid 
plaques and iron in the cortex 
are observed in mouse models 
of Alzheimer’s disease that 
exhibit neurodegeneration 

En el modelo murino de AD 5xFAD, se 
acumula ~25% más cobre en las placas 
amiloides en comparación con 
APPswe/PS1dE9, siendo el modelo 
5xFAD el que presenta mayor 
neurodegeneración. 

Microscopia de 
fluorescencia de rayos-X 
(SXRF) y espectroscopia 
de absorción de rayos-X 
(XAS) 

58 

2017 Iron, copper, and zinc 
concentration in Aβ plaques in 
the APP/PS1 mouse model of 
Alzheimer’s disease correlates 
with metal levels in the 
surrounding neuropil 

En el modelo APPswe/PS1dE9 la 
cantidad de cobre en las placas amiloides 
es equivalente a la encontrada en la 
materia gris circundante.   

Microscopia de 
fluorescencia de rayos-X 
(SXRF) 

59 

2019 Activatable small-molecule 
photoacoustic probes that cross 
the blood–brain barrier for 
visualization of copper(II) in 
mice with Alzheimer’s disease 

Se validó el primer sensor de Cu2+ capaz 
de detectar este metal en un modelo in 
vivo no transgénico de la EA. El Cu2+ se 
acumula principalmente alrededor de los 
vasos sanguíneos donde también se 
acumula βA. 

Fluorescencia utilizando 
un sensor activado por 
foto-acústica  

60 

2020 Copper accumulation and the 
effect of chelation treatment on 
cerebral amyloid angiopathy 
compared to parenchymal 
amyloid plaques 

En pacientes con AD, se acumula más 
cobre en las placas amiloides que rodean 
los vasos sanguíneos en comparación 
con las placas ubicadas en el parénquima 
cerebral. Las placas amiloides del 
modelo transgénico Tg2576 también 
acumulan cobre, pero en menor cantidad 
en comparación con las placas de 
pacientes con EA.    

Microscopia de 
fluorescencia de rayos-X 
(SXRF) 

44 
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Tabla 1.5 Estudios preclínicos y clínicos en los que se explora el potencial terapéutico de quelantes de 
cobre en la EA. 

Molécula en 
estudio Año Tipo de estudio 

o modelo Título de la publicación Hallazgos principales Ref. 

D-penicilamina  2002/
2017* 

Estudio clínico 
aleatorizado, 
doble ciego, 
controlado por 
placebo 
(59 pacientes)  
 

D-penicillamine reduces 
serum oxidative stress in 
Alzheimer’s disease patients 

Reducción de marcadores de 
estrés oxidante en suero. No se 
observan cambios en el 
deterioro cognitivo. La 
excreción de cobre en orina se 
incrementa en 77% de los 
pacientes con EA.  

66, 72, 

73 

2021 APPswe/ 
PS1dE9 

Nasal delivery of D-
penicillamine hydrogel 
upregulates A Disintegrin 
and Metalloprotease 10 
expression via melatonin 
receptor 1 in AD models  

Reduce los depósitos de βA al 
activar a la metaloproteasa 
ADAM10 a través de receptor 
para melatonina 1. Hay 
mejoría en pruebas cognitivas.  

74 

Clioquinol 
(CQ) 

2001 Tg2576 Treatment with a copper 
zinc chelator markedly and 
rapidly inhibits amyloid 
accumulation in 
Alzheimer’s disease 
transgenic mice 

El CQ disuelve agregados de 
βA que contienen cobre y zinc 
in vitro, mientras que in vivo 
reduce la acumulación de βA 
en corteza.  

75 

2003 Estudio clínico 
aleatorizado 
fase II  
(piloto) 
36 pacientes  

Metal-protein attenuation 
with CQ targeting Aβ 
amyloid deposition and 
toxicity in Alzheimer’s 
disease 

Los niveles plasmáticos de βA 
disminuyen. No se observan 
cambios en el deterioro 
cognitivo. No se observa 
neurotoxicidad. 

76 

2005 Reporte de caso 
2 pacientes con 
FAD 

CQ treatment in familiar 
early onset of Alzheimer’s 
disease 

Aumenta el metabolismo de 
glucosa, hay estabilización, 
pero no mejora de los 
síntomas. Solo en un caso 
cambian los niveles de βA y 
tau en líquido cerebroespinal. 
No hay signos de 
neurotoxicidad.   

77 

2007 APP751SL Copper and CQ treatment in 
young APP transgenic and 
wild-type mice: effects on 
life expectancy, body 
weight, and metal-ion levels 

Los niveles plasmáticos de 
cobre se reducen, pero los 
niveles de cobre en el cerebro 
no cambian. No hay cambios 
en la sobrevivencia, ni en el 
procesamiento de APP. 

78 

PBT2 2008/
2010* 

Estudio clínico, 
aleatorizado, 
doble ciego, 
controlado por 
placebo, fase IIa  
(78 pacientes) 

Safety, efficacy, and 
biomarker findings of PBT2 
in targeting Aβ as a 
modifying therapy for 
Alzheimer’s disease: a phase 
IIa, double-blind, 
randomised, placebo-
controlled trial 

Disminución de βA en líquido 
cerebroespinal, sin cambios en 
biomarcadores en plasma. 
Mejoría en pruebas de función 
cognitiva. No hay correlación 
entre los cambios en βA y tau 
y la mejora cognitiva.  

79, 80 

2008 APPswe/ 
PS1dE9 
Tg2576 

Rapid restoration of 
cognition in Alzheimer’s 
transgenic mice with 8-
hydroxy quinoline analogs 
is associated with decreased 
interstitial Aβ 

Disminución de βA en líquido 
intersticial de cerebro. 
Reducción de la presencia de 
placas amiloides hasta en un 
80% en el ratón Tg2576. 
Revierte el efecto de βA en el 
LTP. Disminuye la 
fosforilación de tau en S396. 
Mejora el desempeño 
cognitivo de los animales 
transgénicos.   

81 
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Tabla 1.5 Estudios preclínicos y clínicos en los que se explora el potencial terapéutico de quelantes de 
cobre en la EA (continuación). 

Molécula en 
estudio Año Tipo de estudio 

o modelo Título de la publicación Hallazgos principales Ref. 

PBT2 2017 Estudio clínico 
aleatorizado, 
doble ciego  
(30 pacientes) 

A randomized, exploratory 
molecular imaging study 
targeting amyloid β with a 
novel 8-OH quinoline in 
Alzheimer’s disease: The 
PBT2-204 IMAGINE study 

La señal de βA-PET 
disminuye significativamente 
en 12 meses.  

82 

2018 Modelo de 
taupatía 
Tg(TauP301L)4
510 

Targeting metals rescues the 
phenotype in an 
animal model of tauopathy 

Disminuye los agregados de 
tau y otras formas patológicas, 
se observa mejora cognitiva.  

83 

 

El clioquinol es un quelante de Cu2+ cuyo potencial terapéutico para la EA se ha evaluado en 

estudios clínicos piloto fase II.76  Este compuesto se utilizó ampliamente entre 1950–1970 

para tratar y prevenir la amibiasis, y fue descontinuado debido a que su uso crónico en altas 

dosis incrementa la incidencia de neuropatía mielo-óptica subaguda.85, 86 Los resultados del 

estudio clínico con pacientes con la EA indican que el clioquinol disminuye los niveles de 

βA en sangre, pero no produce cambios en el deterioro cognitivo.76 La evaluación clínica del 

clioquinol fue suspendida al detectarse una impureza en la formulación con potencial tóxico, 

para solucionar este inconveniente se produjo un compuesto de segunda generación con el 

mismo motivo de unión a metal que el clioquinol, conocido como PBT2.86 Tanto en estudios 

in vitro como in vivo el PBT2 mostró mayor potencial terapéutico en comparación con el 

clioquinol,81 incluso reportes recientes sugieren que el PBT2 regula la homeostasis de cobre 

a través de mecanismos diferentes a los del clioquinol.87 En estudios clínicos fase II, los 

pacientes que recibieron PBT2 mostraron una disminución de βA en líquido cerebroespinal, 

además de mejoría significativa en algunas pruebas cognitivas.79, 80 Hasta el momento no se 

ha iniciado un estudio clínico fase III con el PBT2, pero su caracterización clínica y pre-

clínica continúa.82, 83 A pesar de los resultados positivos del PBT2 en la clínica, la viabilidad 

de la terapia de quelantes de Cu2+ en la EA aún está en controversia, puesto que el papel de 

este metal en el aprendizaje y la memoria sigue sin comprenderse, al igual que las 

implicaciones de la interacción Cu2+-βA en condiciones fisiológicas y patológicas.88  

 

1.3. Proteínas que unen cobre y están implicadas en la enfermedad de Alzheimer 

En los organismos vivos, la homeostasis de cobre está regulada por la unión de este metal a 

una red de péptidos y proteínas, los cuales administran estrictamente su distribución y 
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función. Cuando un elemento de esta maquinaria falla, los organismos pueden presentar 

daños, ya sea por pérdida de función de metaloproteínas o por la actividad redox 

descontrolada del cobre.46 Curiosamente, además del papel de APP y PS1 en la homeostasis 

de cobre, APP y otras proteínas señaladas como clave en la patología de la EA—la β-

secretasa (BACE1), el péptido βA y la PrPC—albergan sitios de unión para Cu2+ y/o Cu+ (Ver 

Tabla 1.6). 42, 89-96 Los sitios de unión para Cu2+ se caracterizan por la presencia de residuos 

de His, los cuales permiten el anclaje del metal a la proteína; mientras que, los sitios de unión 

para Cu+ se caracterizan por la presencia de residuos de Met o en algunos casos dos residuos 

de His.42, 89-96 Dado que el βA y la PrPC son de especial interés para este proyecto, en las 

secciones 1.3.1 y 1.3.2 se profundiza en las características de la interacción Cu2+-βA y Cu2+-

PrP, así como en el papel de estas dos metaloproteínas en la EA.  

 
Tabla 1.6 Estudios en los que se demuestra la unión de cobre a las proteínas clave en la patología de la 
EA y su posible papel en la función y homeostasis de este metal.  

Proteína Sitios de unión a cobre Relación con la homeostasis o función de cobre Ref. 

APP Une hasta tres átomos de Cu2+ en los 
dos dominios extracelulares: uno en 
el dominio E2 y dos en el dominio 
E1. 

La unión de Cu2+ al dominio E1 induce la dimerización 
de APP y está asociada con el papel de APP en la adhesión 
celular y sinaptogénesis. La unión de Cu2+ al dominio E2 
provoca cambios conformacionales, pero se desconoce su 
relevancia funcional.   

89-92 

BACE1 Une Cu+ en el dominio intracelular. 
Los trímeros de BACE1 poseen un 
motivo de unión a Cu+ presente en 
transportadores como el CTR1. 

BACE1 forma trímeros en cultivo celular y participa en la 
distribución de cobre intracelular de forma similar a la 
ATP7B. 

93-95 

PS1 No se han identificado sitios de 
unión a cobre.   

Estudios en cultivo celular sugieren que la expresión de 
PS1 promueve la entrada de cobre a las células.  

42 

βA Puede unir dos átomos de Cu2+: uno 
con alta afinidad (1010 M–1) y otro 
con una afinidad dos órdenes de 
magnitud menor (108 M–1). 
También, puede unir un átomo de 
Cu+ formando un complejo bis-His. 

La unión Cu2+-βA se ha asociado con la producción de 
especies reactivas de oxígeno en cuya formación se forma 
un complejo Cu+-βA. El Cu2+ tiene un efecto 
concentración dependiente en la agregación del βA, 
modificando el equilibrio de monómeros, oligómeros y 
fibras.  

96 

PrPC Une hasta seis átomos de Cu2+ en el 
extremo N-terminal. Posee dos 
sitios de unión a Cu+  

La unión de Cu2+ a la PrPC es importante para la 
neuritogénesis, neurogénesis, modulación de receptores 
glutamatérgicos, migración celular y homeostasis de 
cobre.   

97 

 

1.3.1. El péptido β-amiloide 

Como se mencionó anteriormente, el péptido βA es un fragmento de 40 a 43 aminoácidos 

derivado del corte proteolítico de la APP por las β-, γ-secretasas (ver Figura 1.2).98 La β-

secretasa (BACE1) corta el dominio extracelular de la APP entre la Met671¯Asp672 y la γ-
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secretasa corta APP en tres puntos de la región transmembranal: Val711¯Ile712, 

Ala713¯Thr714 o Thr714¯Val715 para producir los péptidos βA(1–40), βA(1–42) y βA(1–

43) (Ver Figura 1.2).40 El corte de BACE1 deja libre el grupo NH2 del Asp1 en el extremo 

N-terminal del βA, el cual junto con los residuos de His de las posiciones 6, 13 y 14 dan lugar 

a un sitio de unión a Cu2+ de alta afinidad (Kd = 0.1 nM) y diferente a los encontrados en la 

APP (Ver Figura 1.2).96, 99 A pH fisiológico, la unión de Cu2+ a este sitio forma dos modos 

de coordinación conocidos como Modo I y Modo II, ver Figura 1.3.100  

 

 
Figura 1.2 El péptido βA: producción a partir de la proteína precursora amiloide y formación de un 
nuevo sitio de unión a Cu2+.   
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Figura 1.3 Unión de Cu2+ al péptido βA. (a) Estructura de RMN en solución y representación lineal del 
péptido βA en la que se resalta de color azul la región involucrada en la unión de Cu2+ y de color rojo la región 
hidrofóbica (b) Modos de coordinación propuestos para el complejo Cu2+-βA. 
 

El péptido βA es poco soluble en ambientes acuosos debido a las características anfipáticas 

de su secuencia. El extremo N-terminal—derivado de la región extracelular de la APP—está 

formado principalmente por aminoácidos hidrofílicos; mientras que, el extremo C-terminal—

derivado de la región transmembranal de la APP—es rico en aminoácidos hidrofóbicos ver 

Figura 1.3. Dadas estas propiedades, en solución acuosa el βA tiende a auto-ensamblarse para 

formar oligómeros (oβA) y fibras dependiendo de su concentración.101 A concentraciones 

menores de 90 nM (in vitro) predominan los monómeros del βA, los cuales se caracterizan 

por tener extremos N- y C-terminal intrínsecamente desordenados, con una hélice en el centro 

de la región hidrofóbica, entre His13 y Asp23. 102, 103 Aunque el N- y C-terminal carecen de 

estructura secundaria, estudios de RMN muestran que algunas de sus cadenas laterales 

interaccionan con la hélice α central a través de los residuos hidrofóbicos.103 Cuando la 

concentración de βA es igual o mayor a 90 nM (in vitro) predominan los oligómeros.102 

Durante la formación de oligómeros y fibras, el βA adquiere diferentes tipos de estructura 

secundaria: en las primeras etapas del proceso de agregación (formación de hexámeros y 
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dodecámeros), se observa un tipo de estructura secundaria poco convencional conocida como 

“hoja α”, mientras que al incrementarse el tamaño de los oligómeros se adopta estructura de 

hoja β.104 Los cambios observados en estructura secundaria correlacionan con la toxicidad 

de los oligómeros en cultivo celular, siendo más tóxicos aquellos con estructura tipo hoja 

α.104  La unión de Cu2+ al extremo N-terminal no previene la agregación del βA, pero induce 

vías de agregación diferentes dependiendo de la relación metal/proteína.105 A 

concentraciones sub-estequiométricas, el Cu2+ acelera la formación de fibras, mientras que a 

concentraciones de Cu2+ iguales o mayores a las de βA se favorece la formación de 

oligómeros amorfos y se retrasa la formación de fibras amiloides.105-108 En cultivos de células 

neuronales, se ha observado que los oligómeros formados en presencia de Cu2+ son más 

tóxicos en comparación con los formados en ausencia del metal.109, 110  

                               

La producción del βA está estrechamente vinculada con la actividad neuronal, de tal forma 

que las regiones con mayor actividad neuronal son las más vulnerables a acumular este 

péptido.111-113 En varios estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que el βA tiene un efecto 

concentración dependiente en el aprendizaje y la memoria.114-119 A bajas concentraciones 

(~200 pM in vitro), el βA favorece la liberación de neurotransmisores, induce la expresión 

de proteínas asociadas con plasticidad neuronal e impacta positivamente la formación de la 

memoria.114-117 Por el contrario, a concentraciones  de ~100 nM in vitro y ~100 µM in vivo, 

el βA reduce la liberación de neurotransmisores y tiene un impacto negativo en los 

mecanismos moleculares asociados con la memoria.114, 118, 120, 121 Al igual que el βA, el cobre 

se libera al espacio extracelular durante la transmisión sináptica, donde puede modular la 

actividad de tres de los principales receptores involucrados en los mecanismos moleculares 

del aprendizaje y la memoria, tales como los receptores sensibles a NMDA, AMPA y 

GABA.18, 47-51, 111-113 A pesar de esta conexión entre la actividad neuronal, la producción de 

βA y la liberación de cobre, la mayor parte de la investigación de la interacción Cu2+-βA se 

ha enfocado en evaluar su potencial neurotóxico, dejando de lado el estudio del papel de la 

unión Cu2+-βA en condiciones fisiológicas. En estudios in vitro se ha demostrado que el 

complejo Cu2+-βA puede producir especies reactivas de oxígeno (anión superóxido O2•–, 

peróxido de hidrógeno H2O2, y radical hidroxilo OH•) en presencia de O2 y ascorbato, a 

expensas de varios ciclos de reducción de Cu2+ a Cu+.122 De tal forma que, bajo ciertas 
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condiciones, la producción de especies reactivas de oxígeno por los monómeros, los 

oligómeros y las placas que contienen βA y Cu2+ podría contribuir al daño oxidativo 

observado en pacientes con EA.122 Sin embargo, el daño oxidativo es solo uno de los 

mecanismos neurotóxicos propuestos para el βA. Estudios recientes demostraron que la 

interacción del βA con otra metaloproteína—la PrPC—desencadena mecanismos 

neurotóxicos,123, 124 los cuales serán abordados con mayor detalle en la siguiente sección. 

    

1.3.2. La proteína prion celular   

La proteína prion celular (PrPC) es una metaloproteína anclada a la cara extracelular de las 

membranas celulares a través de un grupo glicosilfosfatodilinositol (GPI).125 La PrPC se 

expresa principalmente en el cerebro, donde se localiza en neuronas, células gliales y células 

endoteliales de la barrera hemato-encéfalica (BHE).126, 127 Esta proteína tiene un papel central 

en procesos celulares necesarios para el desarrollo y funcionamiento del SNC, tales como: 

adhesión celular, modulación de receptores glutamatérgicos, la neuritogénesis y la 

neurogénesis.128 En su forma madura, la PrPC tiene un extremo N-terminal intrínsecamente 

desordenado que comprende del aminoácido 23 al 127 y un extremo C-terminal globular 

formado por tres α-hélices y dos hojas β estabilizadas por un puente disulfuro entre las hélices 

2 y 3, ver Figura 1.4.129 En el extremo N-terminal de la PrPC se encuentran dos regiones ricas 

en aminoácidos positivamente cargados (23–30 y 101–110) y una región rica en aminoácidos 

hidrofóbicos (119–136) (ver Figura 1.4), las cuales son de gran importancia para la 

interacción de PrPC con otras proteínas.130, 131 Asimismo, la PrPC puede unir hasta seis iones 

Cu2+ de manera simultánea en el dominio N-terminal, dependiendo de la relación Cu2+/PrP: 

de uno a cuatro en la región conocida como octarepeat y dos más en la región non-octarepeat, 

ver Figura 1.4.132, 133 La PrPC puede ser cortada por la α-secretasa (ADAM8) en medio de la 

región non-octarepeat, entre Lys110/His111.134-136 Este corte proteolítico genera dos 

fragmentos: PrPN1 y PrPC1 ambos capaces de unir Cu2+. Los productos de la proteólisis de 

la PrPC son muy abundantes en el cerebro humano, donde el fragmento PrPC1 llega a 

representar hasta el 45% del total de la PrPC dependiendo de la expresión de las α-

secretasas.134, 135  



	 41	

 
Figura 1.4 Representación lineal (a) y tridimensional de la proteína prion celular (b). En la región N-
terminal, se resalta de color verde los sitios de unión a Cu2+ en la región octarepeat, de color rosa el sitio de 
His96 y de color morado el sitio de His111, las cruces de color azul señalan las regiones ricas en aminoácidos 
positivamente cargados, las cruces de color café señal las regiones ricas en aminoácidos hidrofóbicos. En la 
región C-terminal, se resaltan de color rojo las His que estabilizan la interacción interdominio mediada por Cu2+ 
y de color naranja las regiones con aminoácidos con carga negativa que también estabilizan la interacción 
interdominio.  
 

A. Unión de cobre a la proteína prion  

La unión de Cu2+ a la región N-terminal de la PrPC es muy dinámica: involucra varios sitios 

de unión, los cuales forman varios modos de coordinación con un amplio rango de afinidades 

por el metal.97  La región octarepeat comprende del aminoácido 60 al 91 y está formada por 

cuatro repeticiones de la secuencia PHGGGWGQ (ver Figura 1.5). La unión de Cu2+ en esta 

región depende de la relación estequiométrica Cu2+/PrP. Cuando la concentración de Cu2+ es 

igual o menor a la de PrP, las cuatro His de la región octarepeat unen un ion Cu2+ con alta 

afinidad (Kd = 10 nM), formando un macroquelato conocido como modo de baja ocupación 

o componente 3 (ver Figura 1.5b).133, 137 En cambio, cuando la concentración de Cu2+ es 

mayor a la de PrP, se unen cuatro iones Cu2+ a la región octarepeat con baja afinidad (Kd = 

7–12 µM), uno en cada octapéptido (PHGGGWGQ), adoptando dos modos de coordinación 
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conocidos como modos de alta ocupación o componentes 1 y 2 (ver Figura 1.5b).133, 137  Por 

otra parte, la región non-octarepeat comprende del aminoácido 92 al 115 y contiene dos sitios 

de unión a Cu2+ ubicados en la His96 e His111, cuya afinidad por el metal se encuentra en 

valores intermedios (Kd = 0.4–0.7 µM) (ver Figura 1.5b) entre las afinidades de los modos 

de baja y alta ocupación (Kd = 10 nM y Kd = 7–12 µM, respectivamente). A pH fisiológico 

cada sitio de la región non-octarepeat forma dos modos de coordinación (Modo 3N1O y 

Modo 4N) (ver Figura 1.5b).138-140 Recientemente, se demostró que la unión de Cu2+ a la 

región del octarepeat favorece la interacción del dominio N- y C-terminal, al formar un 

macroquelato que involucra tres residuos de His del N-terminal y uno del C-terminal 

(His139/His176) (ver Figura 1.5c). Esta interacción también está estabilizada por la atracción 

electrostática entre los residuos positivamente cargados del N-terminal (23–30) y los residuos 

negativamente cargados del C-terminal (Glu145, 199, 206 y 210) (ver Figura 1.5c).141 

 

Además de coordinar Cu2+ con diferentes afinidades, los sitios de las regiones octarepeat y 

non-octarepeat de la PrPC pueden reducir Cu2+ a Cu+ en presencia de ascorbato de sodio. De 

acuerdo con los potenciales de reducción, el orden de reactividad es el siguiente: componente 

3 > componente 1 y 2 @ His96/His111 (ver Figura 1.5).142 La facilidad del componente 3 para 

reducir Cu2+ está asociada a la alta afinidad de este sitio por Cu+, la cual se estima que es tres 

órdenes de magnitud mayor a su afinidad por Cu2+.142 Sin embargo, la gran estabilidad al 

complejo Cu+-OR dificulta la re-oxidación del metal en presencia de O2.142 Por lo que, el 

componente 3 puede reducirse fácilmente, pero difícilmente participar en ciclos de reducción 

y oxidación.142 Por el contrario, la afinidad por Cu+ de los modos de alta ocupación y los 

sitios de la región non-octarepeat se estima en el mismo orden de magnitud que su afinidad 

por Cu2+: 0.4–0.7 µM para el non-octarepeat y 7–12 µM para los componentes 1 y 2.142 Esto 

facilita la re-oxidación en presencia de oxígeno y permite ciclos de oxidación-reducción.142 

En estudios in vitro se ha demostrado que el sitio de His111 puede reducir Cu2+ a Cu+ en 

presencia de ascorbato de sodio con una constante de reducción de 0.13–0.28 s–1 y una de re-

oxidación de 0.21 min–1.142, 143 Cabe destacar que el sitio de His111 en la secuencia humana 

se distingue por la presencia de dos residuos de Met en las posiciones 109 y 112 (Ver Figura 

1.5), los cuales estabilizan el Cu+ formado tras la reducción en presencia de ascorbato de 

sodio, sin impedir la re-oxidación en presencia de O2 (Ver Figura 1.6).143  
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Figura 1.5 Unión de Cu2+ a la proteína prion celular. (a) Representación lineal donde se resaltan los sitios 
de unión a Cu2+ y secuencias mínimas que reproducen la coordinación del metal en cada uno de estos sitios (b) 
Propuestas de los modos de coordinación para cada sitio de unión a Cu2+ y (c) Interacción interdominio 
estabilizada por Cu2+. 
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Figura 1.6 Complejos de Cu+ formados en el sitio de His111 tras la reducción de Cu2+. 
 

B. Impacto del corte proteolítico de la PrPC por la α-secretasa en la unión de Cu2+ al 

sitio de la His111. 

El corte proteolítico de la PrPC por la α-secretasa (ADAM8) en Lys110/His111 genera dos 

fragmentos: el fragmento PrPN1 (Lys23–Lys110) y el fragmento PrPC1 (His111–Lys110). 
134-136 El PrPN1 es liberado al espacio extracelular y conserva intactos los sitios de unión a 

Cu2+ de la región octarepeat y la His96 (Ver Figura 1.7a).134-136, 144 Por otra parte, el PrPC1 

permanece anclado a la membrana celular y aunque conserva la His111 carece de los residuos 

de Met109 y la Lys110, cuyos grupos amida y carbonilo son necesarios para completar la 

esfera de coordinación de los modos 3N1O y 4N. Además, el corte proteolítico por la α-

secretasa deja libre el grupo NH2, el cual puede funcionar como un nuevo sitio de anclaje 

para Cu2+ (Ver Figura 1.7a).144 En un estudio previo utilizando el modelo PrP(111–115), se  

demostró que los cambios derivados del corte proteolítico de la PrPC en el sitio de la His111 

dan lugar a un nuevo sitio de unión de Cu2+, identificado en esta Tesis como α-His111.144 La 

unión de Cu2+ al sitio de la α-His111 produce dos modos de coordinación, conocidos como 

Modo I y Modo II, cuya abundancia relativa depende de la relación estequiométrica Cu2+/PrP 

(Ver Figura 1.7b).144 El Modo I se favorece a bajos equivalentes de Cu2+ (relación Cu2+/PrP, 

1:5) e involucra un átomo de Cu2+ unido a dos grupos NH2 y dos residuos de His provenientes 

de dos moléculas de PrP (Ver Figura 1.7b-c).144 Este modo de coordinación es común en 

moléculas donde un grupo NH2 libre se encuentra cercano a un   anillo de imidazol, el 
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complejo 4N (2NIm, 2NNH2) resultante se conoce como modo tipo “Histamina”.145 Por otra 

parte, el Modo II se forma después de 0.5 equivalentes de Cu2+ (relación Cu2+/PrP, 1:2) y se 

distingue del Modo I por la presencia de amidas desprotonadas en la esfera de coordinación, 

las propuestas de modos de coordinación para este complejo se muestran en la Figura 1.7b.144 

Además del impacto del corte proteolítico de la PrPC por ADAM8 en la unión a Cu2+ en el 

sitio de la His111, la capacidad de este sitio para reducir Cu2+ también podría verse afectada 

debido a la escisión de la Met109.  

 

C. La proteína prion en la enfermedad de Alzheimer  

En cerebros de pacientes con EA, la PrPC está presente en las placas amiloides (ver Tabla 

1.7)146-151 y co-inmunoprecipita con βA y con la proteína tau fosforilada.151 Los niveles de 

PrPC cambian durante la evolución de la patología: en etapas tempranas, se incrementa la 

expresión de PrPC (Braak I, II y III en humanos, y 3 meses en ratones APPswe/PS1dE9), 

mientras en etapas tardías disminuye (Braak IV, V y VI en humanos, y 6–9 meses en ratones 

APPswe/PS1dE9).150 Estos cambios correlacionan directamente con la expresión de la 

proteína tau, sugiriendo que existe un mecanismo que vincula la expresión de la PrPC y tau.150 

Recientemente, se demostró que tau induce la expresión de la PrPC a través de la vía JNK-c-

jun-AP-1, mientras que la sobre-expresión de PrPC reduce la expresión de tau.152  En general, 

los estudios histológicos asocian a la PrPC con las dos proteínas principales en patología de 

la EA—el péptido βA y la proteína tau.  

 
Tabla 1.7 Estudios donde se analiza la expresión de la PrPC en la EA y su acumulación en placas 
amiloides.  

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2001 Prion protein expression in senile 
plaques in Alzheimer’s disease 

Las placas amiloides difusas presentan inmunoreactividad 
para PrPC en forma de puntos, mientras que en las placas 
neuriticas la marca de PrPC se concentra en gránulos 
densos y aislados. No se observa marca de PrPC en las 
placas que rodean vasos sanguíneos.    

146 

2005 Prion protein (PrPC) promotes 
amyloid plaque formation 

Se observa un mayor número de placas amiloides en 
ratones que sobre-expresan los genes que codifican para 
APP(K670N/M671LV717I) y para la PrPC de hámster, en 
comparación con aquellos que solo sobre-expresan 
APP(K670N/M671LV717I).   

153 

2009 The cellular prion protein and its 
role in Alzheimer’s disease 

La expresión de PrPC no glicosilada es mayor en pacientes 
con EA que en individuos sanos. Se observa marca de 
PrPC en las placas amiloides de individuos con EA y de 
ratones transgénicos que mimetizan la EA.  

147 
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Figura 1.7 Corte proteolítico de la PrPC por la ADAM8 y su impacto en las propiedades de unión a Cu2+. 
(a) Representación lineal de la PrPC donde se resalta la composición de los fragmentos (PrPN1 y PrPC1) 
generados después del corte proteolítico por ADAM8. (b) Modos de coordinación propuestos para sitio α-
His111 del fragmento PrPC1: Modo I (especie predominante cuando la concentración de Cu2+ es menor a la de 
PrPC1) y Modo II (especie principal cuando la concentración de Cu2+ es igual o mayor a la de PrPC1). (c) 
Representación del grado de ocupación esperado en los fragmentos de PrPC1 y PrPN1 en función de la 
concentración de cobre.  
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Tabla 1.7 Expresión de la PrPC en la EA y su acumulación en placas amiloides (continuación). 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2011 Unaltered prion protein 
expression in Alzheimer disease 
patients 

No se observa diferencia significativa en los niveles de 
expresión de PrPC en corteza e hipocampo.  

154 

2011 Accumulation of cellular prion 
protein within dystrophic neurites 
of amyloid plaques in the 
Alzheimer’s disease brain 

A diferencia de βA y tau, la PrPC se acumula en las en las 
neuritas distróficas que rodean la placa y no en él núcleo 
rico en hojas β.  

148 

2014 High molecular mass assemblies 
of amyloid-β oligomers bind 
prion protein in patients with 
Alzheimer’s disease 

Se detectaron por co-inmunoprecipitación oβA de alto 
peso molecular unidos a PrPC en tejido de pacientes con 
EA, pero no en individuos sanos. Los complejos oβA-
PrPC se encontraron principalmente en la fracción no 
soluble del homogenado de cerebro.  

155 

2014 Aβ induces its own prion protein 
N-terminal fragment (PrPN1)–
mediated neutralization in 
amorphous aggregates 

En cerebros de pacientes con EA, también se detectaron 
agregados PrPN1/βA. Los fragmentos N1 y C1 de la PrPC 
son más abundantes en muestras de cerebros de pacientes 
con EA. 

156 

2015 Role of PrPC Expression in Tau 
Protein Levels and 
Phosphorylation in Alzheimer’s 
Disease Evolution 

La expresión de la PrPC se incrementa en las primeras 
etapas de la EA (Braak I, II y II) y disminuye en etapas 
tardías (Braak IV, V y VI). El incremento en la expresión 
de PrPC correlaciona con el incremento en la expresión de 
tau. Resultados similares se observan en el modelo 
APP/PS1.  

149 

2019 Aβ-induced acceleration of 
Alzheimer-related τ-pathology 
spreading and its association with 
prion protein 

En ratones transgénicos que expresan la mutante APPswe 
(K670N, M671L) y Tau P301S, co-inmunoprecipitan βA, 
tau fosforilada y PrPC. Esta interacción p-tau-PrPC 

también se observa in vitro. 

151 

2020 Evidence for aggregation-
independent, PrPC-mediated 
Aβ cellular internalization 

βA puede ser internalizada a células neuronales a través 
de PrPC en su forma no fibrilar.  

157 

2020 Tau Protein as a New Regulator 
of Cellular Prion Protein 
Transcription 

Tau modula la expresión de PrPC a través de la vía JNK/c-
jun-AP-1, aún en ausencia de oβA y de forma 
independiente de ROS. 

152 

2021 Accumulation of cellular prion 
protein within β-amyloid 
oligomer plaques in aged human 
brains 

PrPC se acumula en las placas difusas en individuos sin 
demencia. En individuos con demencia avanzada se 
observa menos inmunoreactividad para PrPC en las placas 
amiloides. 

150 

 

La PrPC es capaz de unir al βA en todos sus estados de agregación: los monómeros del βA  

se unen en las regiones 93–113 y 123–166,158 los oligómeros solubles se unen a los residuos 

23–27 y 95–110,159, 160 y los oligómeros fibrilares se unen a las regiones 95–113 y 122–231 

(ver Tabla 1.8).161  Aunque la mayor parte de los estudios funcionales sugieren que la unión 

del βA a la PrPC es la responsable del daño cognitivo observado en los modelos murinos que 

mimetizan la EA (ver Tabla 1.9);159, 162-173 también se ha demostrado que la formación del 

complejo βA-PrPC puede neutralizar la toxicidad de los oβA bajo condiciones específicas 

(ver Tabla 1.10).174-178 Particularmente, cuando dicha interacción ocurre fuera de la 

membrana celular, ya sea con la PrPC presente en exosomas, la PrPC soluble derivada del 

corte del GPI por la ADAM10, o bien con el fragmento PrPN1 derivado del corte proteolítico 
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de la PrPC por ADAM8 (ver Tabla 1.10).174-178 Esto sugiere que la unión del βA con la PrPC 

es relevante tanto en mecanismos neuroprotectores como neurotóxicos. A pesar de que la 

región non-octarepeat (92–115) de la PrPC es necesaria para la interacción con el βA en todos 

sus estados de agregación, el papel del Cu2+ en esta interacción ha sido poco explorado. 

Curiosamente, tanto los monómeros como los oligómeros del βA inhiben la modulación de 

los receptores NMDA dependiente de Cu2+ y PrPC.48 Cabe destacar que en condiciones 

fisiológicas, la activación de este tipo de receptores es de gran importancia para la plasticidad 

sináptica, la memoria y el aprendizaje; mientras que su sobre-activación esta asociada a 

mecanismos de muerte celular conocidos como excitotoxicidad y a la hiperactividad neuronal 

observada en pacientes con EA y modelos murinos.179-181 Por lo que, la habilidad del βA para 

interferir en la unión Cu2+-PrPC-NMDAR y las alteraciones en la homeostasis de cobre 

observadas en los pacientes con EA descritas previamente, ponen en evidencia la necesidad 

de estudiar el papel del Cu2+ en la interacción entre el βA y la PrPC como un posible 

mecanismo asociado a la etiología de la EA.  

 
Tabla 1.8 Estudios en los que se caracteriza la interacción de la PrPC y el βA. 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2009 Cellular prion protein mediates impairment 
of synaptic plasticity by amyloid-β 
oligomers 

Los oβA se unen con afinidad nanomolar a las PrPC. 
La región 95–110 es indispensable para la 
interacción PrPC-oβA. 

159 

2010 Interaction between human prion protein 
and amyloid-β (Aβ) oligomers. ROLE OF 
N-TERMINAL RESIDUES. 

Además de la región 95–105, la región 23–27 
también es de gran importancia para participa en la 
interacción de los oβA con la PrPC. 

160 

2012 Soluble prion protein inhibits amyloid-β 
(Aβ) fibrillization and toxicity. 

La PrPC soluble (PrPC sin GPI) y su fragmento 
PrPN1 inhiben el ensamble de oβA tóxicos. Las 
regiones importantes para la interacción PrPN1-oβA 
son la 23–32 y la 94–110. 

174 

2013 Characterizing affinity epitopes between 
prion protein and β-amyloid using an 
epitope mapping immunoassay. 

Los residuos 23–39 y 93–113 participan en la 
interacción oβA-PrPC. Los monómeros de βA 
también pueden unirse a la PrPC a través de las 
regiones 93–113 y 123–166. 

158 

2013 The cellular prion protein traps Alzheimer’s 
Aβ in an oligomeric form and disassembles 
amyloid fibers. 

Cantidades sub-estequiométricas de PrPC (1/20, 
PrPC/βA) inhiben la formación de fibras amiloides. 
Este efecto es específico del N-terminal de PrPC. Los 
oβA ricos en estructura de hoja β anti-paralela se 
unen a PrPC a través de los residuos 95–113. 

182 

2014 Aβ induces its own prion protein N-terminal 
fragment (PrPN1)–mediated neutralization 
in amorphous aggregates 

El fragmento PrPN1 recombinante forma agregados 
amorfos PrPN1/βA, los cuales carecen de estructura 
de hoja β y detienen el autoensamble de βA.  

156 

2014 Interaction between prion protein and Aβ 
amyloid fibrils revisited 

La PrPC puede unir fibras maduras de βA 
involucrando las regiones 95–113 y 122–231. El 
fragmento PrPN1 no une fibras maduras de βA.   

161 

 

 



	 49	

Tabla 1.8 Estudios en los que se caracteriza la interacción de la PrPC y el βA (continuación). 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2015 Soluble prion protein binds isolated low 
molecular weight amyloid-β oligomers 
causing cytotoxicity inhibition 

La adición de rPrP durante la agregación del βA 
provoca un cambio en el tamaño y la distribución de 
los oβA: disminuye la población de tetrámeros y 
oligómeros de mayor tamaño (asociados con 
neurotoxicidad), y aumenta la población de 
monómeros (posiblemente neuroprotectores). 

183 

2017 Cellular prion protein targets amyloid-β 
fibril ends via its C-terminal domain to 
prevent elongation. 

PrPC inhibe la elongación de las fibras de βA, al 
unirse a las a las fibras en crecimiento durante el 
proceso de agregación. Este efecto inhibitorio 
requiere del dominio C-terminal de la PrPC, a 
diferencia de lo observado para los oβA solubles. 

184 

2018 Identification of prion protein-derived 
peptides of potential use in Alzheimer’s 
disease therapy. 

Los fragmentos PrP23–50 y PrP90–112 reducen la 
velocidad inicial de agregación del βA, inhiben la 
formación de oligómeros fibrilares y promueven la 
formación de agregados amorfos.  

185 

2020 Preferential recruitment of conformationally 
distinct amyloid-β oligomers by the 
intrinsically disordered region of the human 
prion protein. 

PrPC une con mayor afinidad los oβA fibrilares 
(positivos al anticuerpo OC), en comparación con 
los   pre-fibrilares (positivos al anticuerpo A11).  

186 

 
Tabla 1.9 Estudios que relacionan la unión PrPC-βA con mecanismos neurotóxicos de la EA y exploran 
el potencial terapéutico de la inhibición de esta interacción. 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2009 Cellular prion protein 
mediates impairment of 
synaptic plasticity by 
amyloid-β oligomers 

Los oβA se unen con afinidad nanomolar a las PrPC. La 
inhibición de la unión PrPC-oβA evita el bloqueo del LTP y 
rescata la plasticidad neuronal en rebanadas de hipocampo 
tratadas con oβA. La región 95–110 es indispensable para la 
interacción PrPC-oβA. 

159 

2010 Memory impairment in 
transgenic Alzheimer mice 
requires cellular prion protein 

La incorporación de los genes APPswe/PS1dE9 al ratón 
knockout para PrP (PRNP–/–) no afecta la expresión de APP, los 
niveles de βA, y la astrogliosis observada en el modelo 
APPswe/PS1dE9. Sin embargo, rescata la degeneración de los 
axones serotoninérgicos (5-HT), la pérdida de marcadores 
sinápticos y la muerte temprana del ratón APPswe/PS1dE9. 
Aunque en estos animales se observan placas amiloides, no se 
detecta daño en la memoria espacial y temporal.  

187 

2010 Synthetic amyloid-β 
oligomers impair long-term 
memory independently of 
cellular prion protein 

La inyección intraventricular de oβA sintéticos daña los 
mecanismos de consolidación de la memoria (LTP) de forma 
independiente de PrPC, a pesar de que este tipo de oβA son 
capaces de unirse a la PrPC 

188 

2011 Amyloid-β-induced synapse 
damage is mediated via cross-
linkage of cellular prion 
proteins. 

La unión de PrPC a los oβA induce daño sináptico a través de la 
activación anormal de la fosfolipasa A2 citoplasmática (cPLA2)  

162 

2011 Alzheimer’s disease brain-
derived amyloid-β-mediated 
inhibition of LTP in vivo is 
prevented by 
immunotargeting cellular 
prion protein. 

La inhibición del LTP causada por la administración 
intraventricular de extractos de βA provenientes de pacientes 
con EA, se previene al administrar un anticuerpo que inhibe la 
interacción βA-PrPC.   

163 

2011 Amyloid-b oligomers 
increase the localization of 
prion protein at cell surface. 

El tratamiento con oβA incrementa la localización de PrPC en la 
superficie de varias líneas celulares y en cultivo de neuronas de 
hipocampo. Además, los oβA inhiben la endocitosis de la PrPC e 
inducen la formación de clústeres en la superficie celular.  

189 
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Tabla 1.9 Estudios que relacionan la unión PrPC-βA con mecanismos neurotóxicos de la EA y exploran el 
potencial terapéutico de la inhibición de esta interacción (continuación). 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2012 Cellular prion protein is essential 
for oligomeric amyloid-β-
induced neuronal cell death. 

El ratón knockout para PrPC (PRNP–/–) es resistente a la 
neurotoxicidad de los oβA in vivo e in vitro. Asimismo, la 
administración de un anticuerpo que inhibe la interacción 
βA-PrPC previene la neurotoxicidad inducida por los 
oligómeros de βA. 

164 

2012 Aβ neurotoxicity depends on 
interactions between copper ions, 
prion protein, and NMDA. 

βA (10 nM–5µM) evita la interacción de PrPC con los 
receptores NMDA de la misma forma que un quelante de 
cobre. 

48 

2012 The complex PrPC-Fyn couples 
human oligomeric a with 
pathological tau changes in 
Alzheimer’s disease. 

La unión de los oβA solubles a la PrPC ocurre en las espinas 
dendríticas in vivo e in vitro, donde forma un complejo con 
la cinasa Fyn, lo cual resulta en la activación de ésta última. 
El bloqueo de la unión de los oβA evita la activación de Fyn 
y la hiperfosforilación de tau inducida por los oβA. 

165 

2013 Metabotropic glutamate receptor 
5 is a coreceptor for Alzheimer 
Aβ oligomer bound to cellular 
prion protein. 

El complejo oβA-PrPC utiliza como co-receptor al receptor 
mGluR5 para activar a la cinasa Fyn, formando un complejo 
oβA-PrPC-mGluR5-Fyn. En el modelo APPswe/PS1dE9 la 
administración de antagonistas de los mGluR5 revierte los 
cambios en la densidad de espinas y el déficit en la memoria 
y el aprendizaje.  

166 

2013 Alzheimer’s amyloid-β 
oligomers rescue cellular prion 
protein induced tau reduction via 
the Fyn pathway. 

La sobreexpresión de PrPC regula la expresión de tau a la 
baja. La unión de los oβA a la PrPC evita la reducción de los 
niveles de tau ocasionada por la sobreexpresión de PrPC. La 
mutante M128V de la PrPC, identificada como factor de 
riesgo para la EA, no puede rescatar la expresión de tau en 
presencia de los oβA. 

190 

2014 High molecular mass assemblies 
of amyloid-β oligomers bind 
prion protein in patients with 
Alzheimer’s disease. 

En tejido de pacientes con EA, se detectan oligómeros βA de 
alto peso que co-imnunoprecipitan con PrPC, pero no en 
individuos sanos. Los complejos oβA-PrPC detectados 
corresponden principalmente a la fracción no soluble del 
homogenado de cerebro.  

155 

2014 mGlu5 receptors and cellular 
prion protein mediate amyloid-b-
facilitated synaptic long-term 
depression in vivo. 

βA facilita la depresión a largo plazo (LTD) durante la 
transmisión sináptica en neuronas de hipocampo de manera 
dependiente de la interacción oβA-PrPC-mGluR5.  

168 

2015 Prion protein and copper 
cooperatively protect neurons 
by modulating NMDA receptor 
through S-nitrosylation. 

La PrPC y el cobre son necesarios para la S-nitrosilación del 
receptor NMDA. Los quelantes de cobre inhiben este 
mecanismo. La S-nitrosilación de los receptores NMDA 
reduce la susceptibilidad a daño por excitotoxidad.  

18 

2015 Soluble prion protein binds 
isolated low molecular weight 
amyloid-β oligomers causing 
cytotoxicity inhibition 

La adición de rPrP durante la agregación del βA provoca un 
cambio en el tamaño y la distribución de los oβA: disminuye 
la población de tetrámeros y oligómeros de mayor tamaño 
(asociados con neurotoxicidad), y aumenta la población de 
monómeros (posiblemente neuroprotectores). 

183 

2016 Chronic pharmacological 
mGluR5 inhibition prevents 
cognitive impairment and reduces 
pathogenesis in an Alzheimer´s 
disease mouse model. 

La administración crónica de un modulador alostérico 
negativo de los mGluR5 reduce la acumulación de βA en 
placas y la cantidad de oβA, y además restaura el déficit 
cognitivo en los modelos APPswe/PS1dE9 y el 3xTgAD. 

169 

2016 Oligomers of amyloid   prevent 
physiological activation of the 
cellular prion protein-
metabotropic glutamate receptor 
5 complex by glutamate in 
Alzheimer disease. 

La unión de los oβA al complejo PrPC-mGluR5 inhibe las 
interacciones proteína-proteína activadas por la unión de 
glutamato al mGluR5, las cuales incluyen la señalización de 
las cinasas activadas por Ca2+/calmodulina.    

170 
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Tabla 1.9 Estudios que relacionan la unión PrPC-βA con mecanismos neurotóxicos de la EA y exploran el 
potencial terapéutico de la inhibición de esta interacción (continuación). 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2016 Regulation of amyloid oligomer 
binding to neurons and 
neurotoxicity by the prion 
protein-mGluR5 complex. 

Los oβA inhiben la señalización inducida por la unión de 
laminina al complejo PrPC-mGluR5, la cual es importante 
durante la diferenciación celular.  

171 

2017 Silent allosteric modulation of 
mGluR5 maintains glutamate 
signaling while rescuing 
Alzheimer’s mouse phenotypes. 

SAM, un modulador de los mGluR5, no interfiere con la 
señalización inducida por la unión de Glu al mGluR5, pero 
reduce la unión de los oβA al complejo PrPC-mGluR5 y evita 
el déficit cognitivo en el modelo APPswe/PS1dE9 evita.  

172 

2018 Cellular prion protein mediates 
the disruption of hippocampal 
synaptic plasticity by soluble tau 
in vivo. 

Anticuerpos que se unen a región hidrofóbica de la PrPC y 
su N-terminal evitan la inhibición del LTP causada por la 
administración cerebroventricular de agregados de tau 
P301S.  

191 

2020 Preferential recruitment of 
conformationally distinct 
amyloid-β oligomers by the 
intrinsically disordered region of 
the human prion protein. 

PrPC une con mayor afinidad los oβA fibrilares (positivos al 
anticuerpo OC), en comparación con los   pre-fibrilares 
(positivos al anticuerpo A11). La unión de los oβA fibrilares 
a PrPC exacerba su toxicidad, mientras que la toxicidad de 
los anticuerpos pre-fibrilares no se ve modificada por la 
unión con PrPC.  

186 

2020 Aβ oligomers induce 
pathophysiological mGluR5 
signaling in Alzheimer’s disease 
model mice in a sex-selective 
manner. 

Los mecanismos patológicos asociados a la unión de los oβA 
al complejo PrPC-mGluR5 contribuye a la patología tipo EA 
en ratones transgénicos APPswe/PS1dE9 machos, pero no 
en hembras. Los mGluR5 aislados de cerebros de ratones 
hembra no unen a los oβA. 

173 

 
Tabla 1.10 Estudios que relacionan la unión PrPC-βA con mecanismos neuroprotectores asociados a la 
EA. 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2010 Prion protein and Aβ-
related synaptic toxicity 
impairment 

La sobreexpresión de la PrPC (sin GPI, no anclada a membrana) en 
el modelo APPswe/PS1L166P reduce significativamente el daño 
en el LTP.  

192 

2012 Soluble prion protein 
inhibits amyloid-β (Aβ) 
fibrillization and toxicity. 

La PrPC soluble (PrPC sin GPI) y su fragmento N-terminal inhiben 
el ensamble de βA en oligómeros tóxicos. Las regiones 
importantes para la interacción PrPN1-oβA son la 23–32 y la 94–
110. 

174 

2013 An N-terminal fragment of 
the prion protein binds to 
amyloid-β oligomers and 
inhibits their neurotoxicity 
in vivo. 

El fragmento PrPN1, producto del corte proteolítico de la PrPC, 
une oβA, evita su polimerización en fibras, y suprime los efectos 
neurotóxicos de los oβA in vitro e in vivo.   

175 

2016 Soluble prion protein and 
its N-terminal fragment 
prevent impairment of 
synaptic plasticity by Aβ 
oligomers: implications for 
novel therapeutic strategy 
in Alzheimer’s disease. 

La rPrP y el PrPN1 bloquea la inhibición del LTP inducida por los 
oβA y la citotoxicidad en cultivos primarios de neuronas. El efecto 
neuroprotector asociado a la administración de rPrP y el PrPN1 
también se observa en los cultivos celulares y rebanadas de 
hipocampo del ratón knockout para PrPC (PRNP–/–), lo cual sugiere 
que es un efecto independiente a la PrPC anclada a la membrana 
celular.  

176 

2016 Exosomal cellular prion 
protein drives fibrillization 
of amyloid beta and 
counteracts amyloid b-
mediated neurotoxicity. 

oβA (dímeros, pentámeros y otros oligómeros) se unen a exosomas 
que contienen PrPC con alta afinidad, acelerando la agregación de 
βA, lo cual reduce la neurotoxicidad de los oβA en cultivo celular.   

177 
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Tabla 1.10 Estudios que relacionan la unión PrPC-βA con mecanismos neuroprotectores asociados a la 
EA (continuación). 

Año Nombre del estudio Hallazgo principal Ref. 

2018 Identification of prion 
protein-derived peptides of 
potential use in 
Alzheimer’s disease 
therapy. 

Los fragmentos PrP23–50 y PrP90–112 reducen la velocidad 
inicial de agregación de βA y alteran la vía de agregación, 
inhibiendo la formación de oligómeros fibrilares y promoviendo 
la formación de agregados amorfos. Este efecto protege a las 
neuronas hipocampales en cultivo de los efectos neurotóxicos de 
los oβA, previene la retracción de neuritas y la pérdida de la 
integridad membranal.  

185 

2019 Proteolytic shedding of the 
prion protein via activation 
of metallopeptidase 
ADAM10 reduces cellular 
binding and 
toxicity of amyloid-β 
oligomers. 

El desanclaje de PrPC de la membrana celular a través del corte 
proteolítico del GPI por ADAM10 reduce la unión de oβA a la 
membrana celular, mientras que una disminución en la expresión 
de ADAM10 incrementa la unión de los oβA a la membrana 
celular vía PrPC. Además, la activación de ADAM10 previene los 
mecanismos neurotóxicos asociados a la unión oβA-PrPC.  

178 

 

D. La PrPC y cobre como moduladores de los receptores para NMDA y su relevancia 

en la Enfermedad de Alzheimer  

Los receptores NMDA son tetrámeros de proteínas transmembranales, en cuya interfaz 

forman un canal permeable a Ca2+ (Ver Figura 1.9).179 Estos tetrámeros se integran a partir 

de siete tipos de subunidades: GluN1, GluN2A, GluN2B, GluN2C, GluN2D, GluN3A y 

GluN3B (Ver Figura 1.9).179 Todos los receptores NMDA tienen obligatoriamente dos 

subunidades GluN1 y dos subunidades variables que pueden ser GluN2A-D o GluN3A-B.179 

A diferencia de otros canales iónicos activados por neurotransmisores, la apertura de los 

receptores NMDA requiere además de la unión del agonista (NMDA, D-aspartato o 

glutamato), la despolarización de la membrana celular, y la unión del co-agonista (glicina o 

D-serina) (Ver Figura 1.9).179 En los receptores GluN1/GluN2, el agonista se une al dominio 

extracelular de las subunidades GluN2, mientras el co-agonista se une a las subunidades 

GluN1. Cada subunidad de los receptores NMDA tienen un extremo C-terminal intracelular, 

donde son reclutadas una serie de proteínas, las cuales tras la apertura del canal pueden 

activar una amplia gama de cascadas de señalización dependiendo de las características de la 

corriente de Ca2+.193-195 Algunas de estas vías de señalización participan en el control de la 

plasticidad de las espinas dendríticas—formación de nuevas espinas, la estabilización de las 

espinas existentes o la desaparición de las mismas—proceso esencial para el aprendizaje y la 

memoria.196-199 Sin embargo, cuando las corrientes de Ca2+ se mantienen por tiempo 

prolongado, también pueden activar mecanismos involucrados en la atrofia y muerte 

celular.200 De tal forma que, el control fino de la actividad de los receptores NMDA es crucial 
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para mantener la homeostasis entre la plasticidad y la muerte neuronal. La sobre-activación 

de los receptores NMDA se ha vinculado con los mecanismos patológicos de la EA, siendo 

la memantina—un antagonista los receptores NMDA—uno de los seis fármacos aprobados 

por la FDA para el tratamiento de la EA.201   

 

 
Figura 1.9. Receptores NMDA: estructura y subunidades. Representación esquemática de los receptores 
NMDA construida a partir de la estructura Cryo-EM de los receptores GluN1/GluN2A (PDB: 6IRA) embebida 
en la representación esquemática de una membrana celular. De color azul claro se muestran las subunidades 
GluN1 y de color azul oscuro las subunidades GluN2, con esferas de color rosa se ilustra al co-agonista glicina 
y de color verde al agonista glutamato. En el extremo superior izquierdo se enlistan los tipos de subunidades 
GluN2. En la cara intracelular del receptor se agregan representaciones esquemáticas de los dominios 
intracelulares del receptor y de la proteína PSD-95.  
 

Las características de las corrientes de Ca2+  que entran a través de los receptores NMDA y 

en consecuencia las vías de señalización que activan dependen de varios factores, tales como: 

el tipo de subunidades que conforman el receptor, la concentración de agonistas y co-

agonistas en la sinapsis, y la unión de moduladores a los dominios extracelulares del 

receptor.179 En varios estudios in vitro, se ha demostrado que el Cu2+ puede modular la 

actividad de los receptores NMDA.49, 202-204 Esto es consistente con la rápida liberación de 

este metal al espacio extracelular tras la activación de dichos receptores, a través de un 

mecanismo que involucra la movilización de Ca2+ intracelular y el movimiento de vesículas 

de la vía secretora que contienen al transportador de cobre ATP7A hacía las dendritas (Ver 

Figura 1.10).205 Aunque hasta el momento no se ha identificado algún sitio de unión a Cu2+ 

en los receptores NMDA, la administración de quelantes de Cu2+ o el knockout del gen que 

codifica para PrPC prolonga la entrada de Ca2+ asociada a la activación de los receptores 
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NMDA.48 En estudios in vitro se demostró que la PrPC se une directamente a los receptores 

NMDA de forma dependiente de Cu2+. La formación de este complejo PrPC-NMDAR 

provoca la reducción de la afinidad de Gly por el receptor NMDA, la disminución de la 

entrada de Ca2+ y la prevención de la muerte celular por exposición excesiva a NMDA.48 En 

conjunto, esta evidencia indica que el Cu2+ y la PrPC participan en un mecanismo 

neuroprotector que regula la cantidad de Ca2+ que entra a través de los receptores NMDA 

(Ver Figura 1.10).48  Este mecanismo puede ser inhibido por el βA—otra de las 

metaloproteínas involucradas en la EA——tanto en su forma monómerica como 

oligómerica.48 El βA interfiere en la unión PrPC-NMDAR, prolonga la entrada de Ca2+ y 

aumenta la excitotoxicidad.48 Es importante destacar que el efecto del βA en la corriente de 

Ca2+ se revierte totalmente al cambiar el medio de cultivo,48 sugiriendo que dicho efecto 

neurotóxico depende de la capacidad de este péptido para quelar Cu2+ y no de la unión βA-

PrPC. Con base en estas observaciones, se ha propuesto que parte de la toxicidad del βA se 

debe a su capacidad para competir por Cu2+ con la PrPC e inhibir la modulación de los 

receptores NMDA dependiente de Cu2+ y PrPC.48  

 

Por otra parte, tanto la PrPC como el Cu2+ se han asociado a otro mecanismo de regulación 

de los NMDAR.18 Este mecanismo involucra la modificación postraducional conocida como 

S-nitrosilación,18 la cual consiste en la unión selectiva y reversible de una molécula de óxido 

nítrico (NO•) a un residuo de Cys para formar un S-nitrosotiol (–SNO).206, 207 Aunque el 

receptor NMDA tiene varios sitios de nitrosilación, únicamente se han identificado tres 

residuos de Cys, cuya nitrosilación disminuye las corrientes de Ca2+: las Cys744 y Cys798 

en la subunidad GluN1 y la Cys399 en la subunidad GluN2A.208, 209 En las células neuronales, 

la producción de NO• está estrechamente asociada a la actividad de los receptores NMDA 

(Ver Figura 1.11). El dominio C-terminal de las subunidades Glu2NB forma un complejo 

con la proteína de densidad postsináptica (PSD-95) y la óxido nítrico sintasa neuronal 

(nNOS)—enzima que sintetiza NO• a partir de L-arginina (Ver Figura 1.11).210 Aunque la 

formación del complejo NMDAR-PSD-95-nNOS no depende de la apertura de los receptores 

NMDA, la activación de la nNOS requiere de la unión de Ca2+ a la proteína calmodulina 

(CaM), lo cual ocurre tras activarse los receptores NMDA.207 Lo anterior indica que al igual 

de que el Cu2+, el NO• participa en un mecanismo de retroalimentación negativa de los 
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receptores NMDA (Ver Figura 1.11). A pesar de que la S-nitrosilación de los residuos de 

Cys es una modificación post-traduccional común, la química detrás de la formación de los 

nitrosotioles (–SNO) en condiciones fisiológicas no está clara.211 El NO• es una molécula 

gaseosa con un electrón desapareado; pero a diferencia de otros radicales libres, el NO• 

difícilmente puede aceptar o donar un electrón, tal como se reflejan en su potencial de 

reducción (–0.8 V vs NHE) y de oxidación (1.2 V vs NHE).212 Además, el NO• carece de 

una carga formal negativa, por lo que tampoco es un buen nucleófilo.212 Estas características 

hacen al NO• un radical libre relativamente estable en condiciones fisiológicas, que reacciona 

únicamente con otros radicales libres como superóxido (O2•–) y con metales de transición 

como Fe3+ y Cu2+ (ver Figura 1.11).212, 213  

 

 
Figura 1.10. Modulación de los receptores NMDA dependiente de Cu2+. Representación esquemática de 
una sinapsis glutamartérgica en la que se liberan zinc con glutamato de las neuronas presinápticas y cobre de 
las neuronas postsinápticas. En las neuronas presinápticas el zinc es cargado en las vesículas de glutamato por 
el transportador ZnT3. Por otra parte, la entrada de calcio a través de los receptores NMDA en las neuronas 
postsinápticas promueve que vesículas de vía secretora que expresan al transportador de Cu+ ATP7A sean 
cargadas dicho metal y exportadas a las dendritas, donde liberan el metal al espacio extracelular y se reciclan 
las vesículas. El cobre en el espacio extracelular podría encontrarse como Cu2+ y modular de manera negativa 
la activación de los receptores NMDAR.  
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El papel de la PrPC y Cu2+ en la S-nitrosilación se ha puesto en evidencia utilizando cultivos 

de células neuronales de ratones knockout para PrPC y administrando quelantes de cobre 

(cuprizona) en cultivos de células neuronales que expresan PrPC.18 En ambos casos, la S-

nitrosilación de la subunidad GluN1 y GluN2A disminuye y esto se asocia con una mayor 

susceptibilidad de las neuronas a sufrir muerte celular por estimulación excesiva con 

NMDA.18 En este contexto, se ha propuesto que los complejos Cu2+-PrPC pueden favorecer 

la formación de los S-nitrosotioles, a partir de la reducción de Cu2+ para producir el catión 

nitrosonio (NO+), especie química que puede reaccionar rápidamente con los tiolatos de las 

Cys (Ver Figura 1.12).18 Aunque experimentalmente no se ha evaluado el efecto del βA en 

la S-nitrosilación de los NMDAR, se asume que dicho péptido puede interferir en este 

mecanismo debido a su capacidad para quelar Cu2+.18  

 

 
Figura 1.11. Modulación de la actividad de los receptores NMDA dependiente de óxido nítrico.  
Representación esquemática de una sinapsis glutamartérgica en la que se liberan zinc con glutamato de las 
neuronas presinápticas y oxido nítrico de las neuronas postsinápticas. En las neuronas presinápticas el zinc es 
cargado en las vesículas de glutamato por el transportador ZnT3. Por otra parte, en las neuronas postsinápticas 
se encuentra la proteína de andamiaje, PSD-95, anclada los dominios intracelulares de los receptores NMDA 
GluN1/GluN2B e interaccionando de manera simultánea con la oxido nítrico sintasa neuronal (nNOS).  La 
entrada de calcio a través de los receptores NMDA induce la activación de la nNOS al promover la unión de 
Ca2+ a calmodulina. La nNOS produce oxido nítrico a partir de citrulina y L-Arginina y utilizando zinc como 
cofactor.    
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Figura 1.12. S-nitrosación de los NMDAR dependiente de PrPC y Cu2+. Se muestra el mecanismo propuesto 
para la formación de S-nitrosotioles dependiente de los complejos Cu2+-PrPC.  
 

En general, los estudios descritos en esta sección indican que tanto la formación del complejo 

PrPC-NMDAR como la S-nitrosilación del receptor NMDA promovida por la PrPC dependen 

de Cu2+. Por lo que, ambos mecanismos pueden ser afectados por el βA. Sin embargo, dado 

que la PrPC posee varios sitios de unión a metal que dan lugar a diferentes modos de 

coordinación con afinidades diferentes por el metal, es de gran importancia identificar cuáles 

de los modos de coordinación de los complejos Cu2+-PrP pueden promover la unión PrPC-

NMDAR y cuáles la S-nitrosilación de los receptores NMDA. Asimismo, es importante 

caracterizar el efecto del βA en la coordinación de Cu2+ a la PrPC, a fin de entender como 

este péptido puede interrumpir la modulación del NMDAR que depende de Cu2+ y PrPC.  

 

1.4. La química detrás de la unión de cobre a proteínas  

En los seres vivos la cantidad de Cu2+ y Cu+ unido a moléculas de agua es cercana a cero, ya 

que prácticamente todo el metal está unido a péptidos y proteínas.214, 215 Dicha unión ocurre 

a través de enlaces covalentes coordinados, donde el metal actúa como un ácido de Lewis 

(especie capaz de aceptar pares de electrones) y algunos grupos presentes en los péptidos y 

proteínas funcionan como bases de Lewis (especies donadoras de electrones) (Ver Figura 

1.11).20, 22, 216, 217 De acuerdo con sus propiedades y reactividad, los ácidos y bases de Lewis 

se pueden clasificar en suaves y duros: los ácidos y bases suaves son átomos grandes con 

nubes electrónicas fácilmente polarizables, mientras los ácidos y bases duros son átomos de 

menor tamaño con nubes electrónicas menos polarizables.22, 216, 217 Los complejos más 

estables se forman entre ácidos y bases de similar dureza, por ejemplo: un ácido duro forma 

complejos más estables con una base dura que con una blanda.22, 216  En este contexto, el Cu+ 

es un ácido más suave que el Cu2+, ya que el Cu+ tiene un electrón adicional en la capa de 

valencia (3d10) en comparación con el Cu2+ (3d9), esto le confiere un mayor radio iónico, una 
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menor carga y en consecuencia mayor polarizabilidad.22, 216 Lo anterior explica porqué el Cu+ 

se coordina principalmente a bases suaves, como el tiolato (S–) de los residuos de Cys y el 

azufre los residuos de Met (CH2-S-CH3) (Ver figura 1.11); mientras que, el Cu2+ se coordina 

preferentemente a átomos donde la densidad electrónica es menos polarizable, es decir más 

dura, tal es el caso de los nitrógenos de los residuos de His, los grupos NH2 del extremo N-

terminal y las amidas desprotonadas de los enlaces peptídicos (Ver figura 1.11).22, 216  El tipo 

de átomos a los que se une el cobre determina la estabilidad y reactividad de los complejos 

metal-proteína y en consecuencia su capacidad para formar complejos metálicos capaces de 

estabilizar ciertas conformaciones de las proteínas, o bien para catalizar reacciones de oxido-

reducción, como la S-nitrosilación.142, 143, 216, 218 Los sitios de unión a cobre que están 

involucrados en reacciones de oxido-reducción controladas, comúnmente poseen átomos que 

pueden estabilizar al metal en sus dos estados de oxidación.216  

 

 
Figura 1.11. Átomos donadores presentes en las proteínas (bases de Lewis) y dureza del Cu (ácido de 
Lewis) en función de su estado de oxidación.  
 

1.5. La espectroscopia como herramienta para estudiar los complejos metal-proteína  

La espectroscopia es una de las herramientas más utilizadas para elucidar el tipo de átomos 

que forman la esfera de coordinación de los complejos metal-proteína, así como para estudiar 

su reactividad. Por definición, la espectroscopia es el estudio de la interacción de la radiación 
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electromagnética con la materia.219 En todas las técnicas espectroscópicas, la muestra se 

expone a radiación electromagnética, es decir ondas de campos eléctricos y magnéticos 

oscilantes que propagan a través del espacio (ver Figura 1.13a).219 La muestra (materia) 

puede absorber, difractar, reflejar, dispersar o transmitir la radiación electromagnética 

dependiendo de su estructura y de la longitud de la radiación electromagnética incidente.219 

La materia absorbe ondas electromagnéticas cuando éstas le proveen la energía necesaria 

para experimentar una transición de un estado basal a un estado excitado (ver Figura 

1.13b).220  

 

 
Figura 1.13 Fundamentos de espectroscopia. (a) Radiación electromagnética y su interacción con la materia 
(b) Transiciones asociadas a la absorción de radiación electromagnética.  
 

Los espectrofotómetros miden los cambios que sufre la radiación electromagnética al 

contacto con la materia, dando como resultado un gráfico conocido como espectro. A partir 

del análisis de los espectros se puede inferir el tipo de transiciones que experimenta la materia 

y en consecuencia la organización de la misma.221 Dependiendo de la energía de la radiación 

electromagnética utilizada, se pueden producir transiciones entre estados vibracionales 

(espectroscopia infrarroja), estados electrónicos (espectroscopia de absorción electrónica y 



	60	

dicroísmo circular electrónico), y estados de espín (resonancia de espín electrónico y 

resonancia magnética nuclear), ver Figura 1.14.219, 221 A continuación, se describe 

brevemente en que consisten las técnicas espectroscópicas empleadas en este proyecto— 

absorción electrónica, dicroísmo circular electrónico (CD, por sus siglas en inglés) y 

resonancia de espín electrónico (ESR, por sus siglas en inglés)—y el tipo de información que 

se obtiene de los complejos Cu2+-proteína a partir del análisis de los espectros 

correspondientes. 

 

 
Figura 1.14 Diferentes tipos de espectroscopias en función del tipo de radiación electromagnética y el tipo 
de transiciones promovidas.  
 

A. Espectroscopia de absorción electrónica  

Al estudiar complejos Cu2+-proteína por espectroscopia de absorción electrónica, se hace 

incidir radiación electromagnética de entre 210–800 nm equivalente a 47 600–12 500 cm–1–

—región ultravioleta-visible—sobre el complejo metálico en solución (Ver Figura 1.14).221 

En este rango de energías, los complejos metal-proteína experimentan transiciones entre 

estados electrónicos. Para entender este tipo de transiciones, es necesario analizar cómo se 

organizan los electrones dentro de los complejos metal-proteína. La teoría orbital-molecular 

provee una descripción de la estructura electrónica particularmente útil para entender las 

transiciones entre estados electrónicos (Ver Figura 1.15a).222 De acuerdo con esta teoría, los 
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electrones de un átomo  están organizados en orbitales, los cuales son descripciones 

matemáticas de la región del espacio donde es probable encontrar los electrones alrededor 

del núcleo atómico (densidad o nube electrónica).223 La energía de los electrones en los 

orbitales es variable dependiendo de su interacción con otras partículas cargadas (electrones 

o protones). Al formarse un enlace, dos orbitales atómicos se combinan para dar lugar a un 

par de orbitales moleculares, donde se alojan los dos electrones que participan en un 

enlace.224 En la Figura 1.15a se muestra la representación gráfica de los orbitales moleculares 

del enlace de coordinación formado entre Cu2+ y un ligante. En este diagrama, cada orbital 

se representa con una línea horizontal gruesa y los electrones con flechas; todos los orbitales 

están distribuidos en el eje de las y de acuerdo con su energía relativa. Los orbitales atómicos 

de la capa de valencia del Cu2+ se encuentran del lado izquierdo y los del ligante (His, N–, 

NH2, etcétera) del lado derecho; mientras que, en el centro se encuentran los orbitales 

moleculares del enlace metal-ligante (Ver Figura 1.15). En el diagrama de orbitales 

moleculares es importante resaltar que los cinco orbitales d en el átomo de Cu2+ tienen la 

misma energía, pero al formar el complejo metal-proteína sufren un desdoblamiento 

energético conocido como efecto campo-ligante (Ver Figura 1.15).225 La magnitud de este 

desdoblamiento depende de la geometría del complejo—la cual está determinada por la 

posición de los ligantes con respecto al metal—y la fuerza de las interacciones metal-ligante. 

Otro detalle que cabe resaltar es que, el Cu2+ solo tiene nueve electrones en la capa de 

valencia, por lo cual uno de sus orbitales d está parcialmente desocupado.225 Lo anterior da 

lugar a dos tipos de transiciones electrónicas en los complejos Cu2+-proteína:  

 

1) Las transferencias de carga ligante-metal (LMCT, por sus siglas en inglés), donde un 

electrón ubicado en un orbital con carácter predominante del ligante (configuración 

electrónica basal) pasa al orbital d desocupado (configuración electrónica excitada), ver línea 

punteada de color rojo en la Figura 1.15a.   

2) Las transiciones d-d, donde un electrón ubicado en alguno de los orbitales d llenos (estado 

electrónico basal) pasa al orbital d desocupado (estado electrónico excitado), ver líneas 

punteadas de color azul en la Figura 1.15a.  
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Durante la medición del espectro de absorción electrónica, el complejo Cu2+-proteína absorbe 

las ondas cuya energía es igual a la diferencia de energías entre la configuración electrónica 

basal y excitada. De tal forma que, a partir de la longitud de onda en la cual se observan los 

máximos de absorción se pueden identificar el tipo de transiciones LMCT que experimenta 

el complejo Cu2+-proteína (Figura 1.15b y Tabla 1.10), y por consiguiente se puede inferir el 

tipo de ligantes presentes en la esfera de coordinación.225 La energía donde se observan las 

transiciones d-d también proporciona información sobre la esfera de coordinación. En los 

complejos que involucran ligantes de alta covalencia como es el caso de las amidas 

desprotonadas, el desdoblamiento de los orbitales d es de mayor magnitud y en consecuencia 

las transiciones d-d se observan a mayores energías.225  

 

 
Figura 1.15 Transiciones electrónicas observadas en los complejos metal-proteína (a) y bandas asociadas 
a estas transiciones electrónicas.    
 
Tabla 1.11. Energía/longitud de onda a la cual se observan las bandas asociadas a las transferencias de 
carga metal-ligante.  

Transferencia de carga metal-ligante 
(LMCT) 

Longitud de onda 
(nm) 

Energía 
(cm–1) 

NH2 ® Cu2+ 238–250 40 000–42 000 
NIm p2 ® Cu2+ 
(originada en el orbital molecular con mayor 
contribución de nitrógeno) 

245–308 32 500–40 800 

N– ® Cu2+ 323–294 31 000–34 000 
NIm p1 ® Cu2+  
(originada en el orbital molecular con mayor 
contribución de carbono) 

280–370 27 000–35 700 
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Además de su importancia para identificar el tipo de transiciones electrónicas en los 

complejos-metal proteína, la espectroscopia de absorción electrónica también es muy útil 

para estudiar la cinética de algunas reacciones. Lo anterior debido a que los espectros de 

absorción electrónica se puede obtener en fracciones de segundos y esto facilita la evaluación 

de los cambios en dichos espectros en función del tiempo.221 En el caso de los complejos 

Cu2+-proteína, la cinética de reducción de Cu2+ a Cu+ se puede estudiar al analizar los 

cambios en la banda d-d en función del tiempo. El Cu+ al tener sus cinco orbitales d llenos 

no puede experimentar transiciones d-d (Ver Figura 1.15). Por lo anterior, la cinética de 

desaparición de la banda d-d durante permite monitorear la reducción de Cu2+ a Cu+ (Ver 

Figura 1.16).143, 226  

 

 
Figura 1.16. Uso de la espectroscopia de absorción electrónica para estudiar la cinética de reacciones de 
oxido-reducción de Cu2+ a Cu+. Espectro de absorción electrónica del complejo Cu2+-α-sinucleína (1–6) en la 
región d-d en función del tiempo, después de agregar un agente reductor (ácido ascórbico). Resultados 
obtenidos previamente en el laboratorio de la Dra. Liliana Quintanar, ver referencia 226. 
 
B. Espectroscopia de dicroísmo circular electrónico  

Aunque la espectroscopia de absorción electrónica es una técnica muy útil para estudiar los 

complejos metal-proteína, en muchas ocasiones las bandas se traslapan, lo cual dificulta la 

identificación del tipo de transiciones electrónicas. La técnica de dicroísmo circular 

electrónico (CD, por sus siglas en inglés) es una alternativa que resuelve por lo menos en 

parte estas limitaciones.225, 227 Al estudiar los complejos Cu2+-proteína por CD se utilizan 

ondas  electromagnéticas en el mismo rango de energía que en la espectroscopia de absorción 

electrónica (luz de 210–800 nm equivalente a 47 600–12 500 cm–1), por lo que se observan 

el mismo tipo de transiciones entre estados electrónicos.225 Sin embargo, en el equipo de CD, 

el componente eléctrico del rayo de luz se polariza circularmente hacia la izquierda y hacia 

0 min 

40 min 
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la derecha en la dirección de propagación (ver Figura 1.17a).227 Esto es útil para el estudio 

de complejos metal-proteína con imágenes especulares que no son superponibles (complejos 

quirales), ya que dichas especies absorben en diferente magnitud la luz polarizada hacia la 

izquierda (LCPizq) y la luz polarizada hacia la derecha (LCPder) (ver Figura 1.17c).225, 227  La 

señal de CD es igual a esta diferencia de absorbancias de la LCPizq y la LCPder (CD = DA = 

ALCPizq – ALCPder). 225, 227 De tal forma que, cuando un compuesto quiral absorbe en mayor 

magnitud la LCPizq se observa una señal de CD positiva; por el contrario, cuando la absorción 

de la LCPder es mayor, la señal de CD es negativa; y para los complejos no quirales la señal 

de CD igual a cero (ver Figura 1.17).225 La quiralidad de los complejos metal-proteína 

depende de varios factores, entre ellos: la presencia de ligantes no equivalentes en la esfera 

de coordinación, la geometría del complejo, y la presencia de centros quirales en átomos 

cercanos al ligante.228 Por ejemplo, en los complejos que involucran amidas desprotonadas, 

el centro quiral presente en el carbono alfa de todos aminoácidos (con excepción de la glicina) 

se encuentra adyacente a la amida desprotonada (ligante) y contribuye a la quiralidad del 

complejo (Figura 1.17b). 228 Cabe resaltar que existen algunos complejos metal-proteína qur 

no son quirales, por lo que su señal de CD es igual a cero. En la Figura 1.17c se muestra un 

ejemplo de un complejo metal-proteína no quiral, en este complejo los cuatro átomos que 

unen al Cu2+ y las cadenas laterales de los aminoácidos a los que pertenecen son idénticos.133 

 

Aunque las transiciones electrónicas en los espectros de CD y absorción electrónica se 

observan en el mismo valor de energía, en los espectros de CD, las señales cambian de signo 

positivo/negativo o negativo/positivo en función de la longitud de onda. A este fenómeno se 

le conoce como Efecto Cotton y es de gran utilidad para discernir entre transiciones 

electrónicas que ocurren en valores cercanos de energía (ver Figura 1.18a-d).225  Un ejemplo 

de lo anterior se observa al comparar los espectros de absorción electrónica y CD del 

complejo Cu2+-PrP(106–115) (ver Figura 1.18a-d).225 En el espectro de absorción electrónica 

se traslapan varias bandas correspondientes a las LMCT del complejo Cu2+-PrP(106–115), y 

se observa únicamente una banda d-d alrededor de los 17 000 cm–1 (ver Figura 1.18 a y c).225 

Por el contrario, en el espectro de CD, se distinguen claramente dos bandas asociadas a 

transiciones LMCT en 38 000 cm–1 y 31 500 cm–1 y dos de las transiciones d-d (Ver figura 

1.18b y d).225 Además de la utilidad de la técnica de CD para identificar el tipo de transiciones 
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que experimenta con complejo metal-proteína, la intensidad y el signo del efecto Cotton 

también provee información sobre la esfera de coordinación.228-230 Por lo general, la 

intensidad del efecto Cotton es mayor en aquellos complejos que involucran amidas 

desprotonadas, ya que en estos casos la presencia del centro quiral en el carbono alfa de los 

aminoácidos tiene un impacto importante en la quiralidad del complejo metal-proteína.228-230 

Por otra parte, el signo del efecto Cotton de este mismo tipo de complejos está asociado el 

impedimento estérico de las cadenas laterales de los aminoácidos involucrados en la 

coordinación y la distorsión que esto causa en la geometría del complejo (ver Figura 1.18).228-

230 En general, la técnica de CD es muy útil para distinguir complejos metálicos quirales con 

esferas de coordinación similares (ver Figura 1.18a-d).225  

 

 
Figura 1.17 Estudio de complejos metal-proteína por dicroísmo circular electrónico. (a) El equipo de CD 
utiliza luz circularmente polarizada hacia la izquierda (LCPizq) y luz circularmente polarizada hacia la derecha 
(LCPder) (b) Los centros quirales de las cadenas peptídicas pueden contribuir a la quiralidad de los complejos 
metal-proteína cuando los átomos que participan en la coordinación están cerca de dichos centros (c) Los 
complejos metal-proteína quirales absorben en diferente magnitud la LCPizq y la LCPder, por lo que unicamente 
los complejos metal-proteína quirales tienen una señal de CD diferente de cero.   
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Figura 1.18 Espectros de absorción electrónica (a y c) y dicroísmo circular electrónico de un complejo 
Cu2+-péptido (b y d). En la región de alta energía de los espectros de absorción electrónica (a) y CD (b) se 
observan bandas asociadas a las transiciones LMCT (señaladas con la punta de la flecha) y en la región de baja 
energía las bandas d-d (ampliación en el extremo superior izquierdo del espectro). En c y d se muestran lo 
deconvolución de las bandas de ambos espectros resultado de un ajuste gaussiano. A diferencia del espectro de 
absorción electrónica (a y c), en el espectro de CD (b y d) se pueden distinguir los máximos de absorción de 
estas bandas en 38 000 cm–1 y 31 500 cm–1. Esto permite asignar estas señales a las transferencias LMCT de 
NIm p2 ® Cu2+ y N– ® Cu2+ (bandas 4 y 6), respectivamente. Por otra parte, en la región de baja energía, en el 
espectro de absorción electrónica la banda d-d tiene un máximo de absorción en 17 000 cm–1, mientras que en 
el espectro de CD esta banda presenta un mínimo en 20 500 cm–1 y un máximo en 16 000 cm–1. Esto permite 
distinguir claramente dos de las tres transiciones d-d posibles a pesar de su cercanía en energía. Resultados 
obtenidos previamente en el laboratorio de la Dra. Liliana Quintanar, ver referencia 225. 
 
C. Resonancia de espín electrónico  

Otra de las técnicas más utilizadas para caracterizar los complejos de especies 

paramagnéticas como el Cu2+ es la espectroscopia de ESR. En esta técnica como su nombre 

lo indica se observan transiciones de espín electrónico. El espín es una propiedad física de 

las partículas subatómicas con carga (electrón y núcleo), la cual se deriva del campo 

magnético (momento magnético) producido por el movimiento de dichas partículas sobre sí 

mismas (momento angular).223, 231 Tanto los electrones como los núcleos tienen un valor 

finito de estados de espín.223, 231 Para que dos electrones puedan ocupar un mismo orbital 

atómico/molecular deben tener estados de espín opuestos (+½ y –½), en este caso se dice que 

los electrones están apareados.223, 231 En una especie química que tiene sus orbitales 

atómicos/moleculares llenos (todos sus electrones apareados), los momentos magnéticos de 
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sus electrones se cancelan y por lo tanto el valor de espín es igual a cero. Por el contrario, en 

las especies químicas con al menos un electrón desapareado el valor de espín es diferente de 

cero. Estas últimas se conocen como especies paramagnéticas y se caracterizan porque en 

presencia de un campo magnético externo pueden experimentar transiciones entre estados de 

espín (Efecto Zeeman).225, 231 Para las especies paramagnéticas con un solo electrón 

desapareado el efecto Zeeman da lugar a dos estados de espín: +½ (cuando el espín se orienta 

en la misma dirección del campo magnético externo) y –½ (cuando el espín se orienta en 

dirección opuesta al campo magnético externo), ver Figura 1.22.225, 231 Como se puede 

observar en el diagrama de orbitales moleculares (Figura 1.15), los complejos de Cu2+ son 

especies paramagnéticas, de tal forma que pueden experimentar transiciones de espín 

electrónico en presencia de un campo magnético externo.225, 231 

 

 
Figura 1.19 Efecto Zeeman entre estados de espín de una especie paramagnética sometida a un campo 
magnético externo (a) y espectro de ESR (b).   
 

Durante los experimentos de ESR, se utiliza radiación electromagnética para promover la 

transición del estado de espín electrónico de menor energía –½ (estado basal) al estado de 

espín electrónico de mayor energía +½ (estado excitado) (ver Figura 1.19).225, 231 A diferencia 

de otras espectroscopias, en la ESR, la muestra se irradia con ondas electromagnéticas de 

frecuencia y energía constante (9.4 GHz para ESR banda X) y se varía la magnitud del campo 

magnético externo, con la finalidad de modificar la magnitud del efecto Zeeman, ver Figura 

1.19.225, 231  La transición entre los estados de espín se observa cuando la diferencia de 

energías entre el estado basal y el excitado es igual a la energía de las ondas electromagnéticas 

con las que se irradia la muestra (microondas) (ver Figura 1.19).225, 231  El Cu2+ además de 

tener un espín electrónico diferente de +1/2, tiene un espín nuclear de +3/2.225 Por lo que, en 
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el experimento de ESR, la energía del estado de espín del electrón desapareado del Cu2+ no 

solo depende del valor del campo magnético externo, sino también de la interacción del espín 

electrónico con el espín nuclear. Esta interacción entre el espín electrónico y el espín nuclear 

del cobre provoca un desdoblamiento energético que da lugar a cuatro sub-estados de espín: 

2I + 1, donde I es el valor del espín nuclear (Figura 1.20).225, 231 A este fenómeno se le conoce 

como desdoblamiento hiperfino y se refleja en la región paralela del espectro de ESR; donde 

cada una de las cuatro señales observadas corresponde a la transición de un sub-estado de 

espín basal a un sub-estado de espín excitado (ver Figura 1.20).225, 231  

 

 
Figura 1.20 Acoplamiento hiperfino del espín electrónico de Cu2+ con su espín nuclear. (a) Efecto Zeeman: 
este acoplamiento produce ocho sub-estados de espín entre los cuales se pueden observar cuatro transiciones 
(flechas de color rojo) (b) Espectro de ESR: en la región paralela del espectro de ESR se observan cuatro señales 
que corresponden a las cuatro transciones entre los sub-estados de espín.   
 
El valor de campo al cual se observan las cuatro señales del Cu2+ en la región paralela del 

espectro de ESR depende del tipo de átomos que forman la esfera de coordinación. Esta 

región del espectro se puede describir con dos parámetros: los valores g y A paralelos (g|| y 

A||), también conocidos como gz y Az (ver Figura 1.21).225 La composición de la esfera de 

coordinación de un complejo Cu2+-proteína se puede estimar a partir de los parámetros g|| y 

A|| (ver Figura 1.21) por interpolación en un gráfico conocido como correlación de Peisach-

Blumberg.232 Este gráfico incluye los valor parámetros g|| y A||  de varios complejos metal-

proteína cuya esfera de coordinación fue elucidada por otras técnicas espectroscópicas. En el 

se pueden observan tendencias en los valores g|| y A|| dependiendo del tipo de átomos (N, O, 

o S) que forman el complejo metálico (ver Figura 1.21).  
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Figura 1.21 Correlación de Peisach y Blumberg para identificar modos de coordinación de complejos de 
Cu2+ a partir de los espectros de ESR.  Las líneas de color negro muestran la tendencia de valores g|| y A|| de 
acuerdo al modo de coordinación de complejos Cu2+-proteínas. Gráfica construida a partir de los resultados de 
la referencia 232. 
 
Por otra parte, la región perpendicular del espectro de ESR también proporciona información 

sobre la esfera de coordinación del complejo Cu2+-proteína. La forma del espectro en esta 

región depende de la geometría del complejo y de la presencia de otros espines nucleares 

diferentes de cero, ya sea en la esfera de coordinación o en su vecindad.225, 233 En los 

complejos de Cu2+-proteína, la presencia de nitrógenos en la esfera de coordinación provoca 

un desdoblamiento conocido como acoplamiento superhiperfino.225, 233 Este se debe a la 

interacción del espín electrónico del Cu2+ con el espín nuclear de los átomos de nitrógeno (I 

= 1); de tal forma que, por cada nitrógeno presente en la esfera de coordinación se pueden 

observar hasta tres transiciones de espín en diferentes valores de campo (2I + 1) (ver Figura 

1.22).225, 233 Debido a que el acoplamiento superhiperfino ocurre a mayor distancia que el 

acoplamiento hiperfino, requiere valores de campo mayores, esto dificulta observar el 

acoplamiento superhiperfino de nitrógeno en los espectros de ESR banda X. Sin embargo, 

una estrategia útil para comparar los acoplamientos superhiperfinos de dos complejos Cu2+-

proteína es calcular la derivada del espectro de ESR y con ello evidenciar las diferencias de 

la región perpendicular (ver Figura 1.22).234     
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Figura 1.22 Acoplamiento hiperfino del espín electrónico de Cu2+ con su espín nuclear. (a) Efecto Zeeman: 
este acoplamiento produce ocho sub-estados de espín entre los cuales se pueden observar cuatro transiciones 
(flechas de color azul) (b) Espectro de ESR: en la región paralela del espectro de ESR se observan cuatro señales 
que corresponden a las cuatro transiciones entre los sub-estados de espín.   
 

1.6. Características espectroscópicas de los complejos Cu2+-β-amiloide y Cu2+-PrP 

Los complejos Cu2+-βA y Cu2+-PrP se han estudiado previamente por varias técnicas 

espectroscópicas, incluidas CD y ESR. Cabe recordar que la unión de Cu2+ al βA y a la PrP 

da lugar a varios modos de coordinación con diferentes afinidades por el metal y cuya 

abundancia depende del pH y de la relación estequiométrica Cu2+/PrP. Esta dinámica química 

de coordinación se ve reflejada en la espectroscopia de dichas especies. En esta sección se 

muestran los espectros de CD (Figura 1.23) y de ESR (Figura 1.24) de cada uno de los modos 

de coordinación de los complejos previamente identificados para los complejos Cu2+-βA y 

Cu2+-PrP. Además, se muestra un resumen de las transiciones electrónicas observadas por 

CD (ver Tabla 1.12) y se comparan los valores g|| y A|| de cada modo de coordinación y sus 

respectivas constantes de disociación (ver Tabla 1.13).   

 

Para los complejos cuya coordinación depende del pH—Cu2+-βA, Cu2+-His96 y Cu2+-

His111—se incluyen las características espectroscópicas a pH 7.5, 8.5 y 6.5. Aunque los 

espectros reportados a un pH de 7.5 reflejan la mezcla de modos de coordinación 

fisiológicamente relevante (Ver Figura 1.23a y 1.24a , líneas continuas negra, rosa y morada), 

los espectros obtenidos a valores de pH bajo (~6.5) y alto (~8.5) permiten aislar las 

transiciones electrónicas y los parámetros de ESR de cada uno de los modos de coordinación 
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que se encuentran en mezcla a pH fisiológico (Ver Figura 1.23a y 1.24a, líneas punteadas): 

Modo I (línea punteada gris) y Modo II (línea punteada negra) para el complejo Cu2+-βA, los 

modos 3N1O (línea punteada rosa claro) y 4N (línea punteada rosa oscuro) del sitio de His96, 

y los modos 3N1O (línea punteada morado claro) y 4N (línea punteada morado oscuro) del 

sitio de His111.235-237 Dado que las señales de CD y ESR son aditivas, los espectros 

observados a pH = 7.5 se pueden reproducir a partir de la suma de los espectros de los modos 

de coordinación que se encuentran en mezcla. Para los complejos Cu2+-His96 y Cu2+-His111 

es importante destacar que, a pesar de la similitud de sus esferas de coordinación, sus 

espectros de CD y ESR permiten diferenciar entre estas especies.225, 235, 236 Esto pone en 

evidencia la sensibilidad de estas técnicas para caracterizar los complejos metal-proteína.  

 

 
Figura 1.23 Espectros de CD de los complejos Cu2+-βA y Cu2+-PrP. En (a) se muestran los espectros de los 
sitios cuyos modos de coordinación depende del pH: Cu2+-βA (color negro/gris), Cu2+-His96 (rosa) y Cu2+-
His111 (morado). En (b) se presentan los espectros de los sitios que forman diferentes modos de coordinación 
dependiendo de la relación estequiométrica Cu2+/PrP: Cu2+-OR4 (verde oscuro), Cu2+-OR4 (verde oscuro línea 
punteada) y Cu2+-α-His111 (Azul claro y oscuro). Resultados del laboratorio de la Dra. Liliana Quintanar 
publicados en las referencias 144, 235-237. 
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Tabla 1.12 Transiciones electrónicas observadas en los espectros de CD de los complejo Cu2+-βA y 
Cu2+-PrP. 

Complejo/ 
Condiciones 

experimentales  
–NH2 π2 a Cu2+ N– a Cu2+ π1 a Cu2+ d-d d-d Ref. 

Cu2+-βA(1–16) 
pH 7.5 

Modo I/Modo II 
40 000 cm–1 - - - ~31 900 cm–1 - - - - - - ~17 000 237-239 245 nm - - - 310–313 nm - - - - - - 580–590 nm 

pH 8.5 
Modo II 

- - - ~38 000 cm–1 ~31 900 cm–1 - - - 20,000 cm–1 ~15 000 cm–1 237-239 - - - 260–280 nm 310–313 nm - - - 500–510 nm 650–670 nm 
pH 6.5 
Modo I 

~40 000 cm–1 - - - - - - - - - - - - ~17 000 237-239 245 nm - - - - - - - - - - - - 580–590 nm 

Cu2+-His96 
pH 7.5 

3N1O/4N 
- - - 39 700 cm–1 32 500 cm–1 29 000 cm–1 19 500 cm–1 16 500 cm–1 236 
- - - 252 nm 308 nm 345 nm 512 nm 606 nm 

pH 8.5 
4N 

 40 600 cm–1 
32 500 cm–1 29 000 cm–1 - - - 17 700 cm–1 236 - - - 246 nm 

- - - 36 200 cm–1 308 nm 345 nm - - - 565 nm 
 276 nm 

pH 6.5 
3N1O 

- - - 39 700 cm–1 32 500 cm–1 29 000 cm–1 - - - 17 700 cm–1 236 
- - - 252 nm 308 nm 345 nm - - - 565 nm 

Cu2+-His111 

pH 7.5 
3N1O/4N 

- - - 
38 500 cm–1 31 500 cm–1 29 000 cm–1 

18 000 cm–1 12 900 cm–1 
235 556 nm 775 nm 

- - - 260 nm 318 nm 345 nm 20 500 cm–1 15 800 cm–1 
488 nm 632 nm 

pH 8.5 
4N 

- - - 38 500 cm–1 31 600 cm–1 - - - 20 200 cm–1 15 800 cm–1  
- - - 260 nm 316 nm - - - 495 nm 633 nm 235 

pH 6.5 
3N1O 

- - - 39 000 cm–1 - - - 30 400 cm–1 18 500 cm–1 13 000 cm–1 235 - - - 256 nm - - - 329 nm 540 nm 769 nm 

Cu2+-octarepeat 

Componente 1 
(alta ocupación) 4:1 - - - - - - - - - 30 303 cm–1 17 241 cm–1 14 706 cm–1 

240 

- - - - - - - - - 330 nm 580 nm 680 nm 
Componente 2 

(alta ocupación) 4:1 Complejo no quiral, la señal de CD = 0 137, 139 

Componente 3 
(baja ocupación) 

1:4 
Complejo no quiral, la señal de CD = 0 137, 139 

Cu2+-α-H111 

Modo I 
0.2:1 

 

43 000 cm–1 - - - - - - 30 600 cm–1 - - - 14 400 cm–1 144 233 nm - - - - - - 327 nm - - - 695 nm 

Modo II 
0.8:1 43 000 cm–1 - - - - - - 34 100 cm–1 19 500 cm–1 16 200 cm–1 144 

233 nm - - - - - - 293 nm 512 nm 617 nm 
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Figura 1.24 Espectros de ESR de los complejos Cu2+-βA y Cu2+-PrP. En (a) se muestran los espectros de 
los sitios cuyos modos de coordinación depende del pH: Cu2+-βA (color negro/gris), Cu2+-His96 (rosa) y Cu2+-
His111 (morado). En (b) se presentan los espectros de los sitios que forman diferentes modos de coordinación 
dependiendo de la relación estequiométrica Cu2+/PrP: Cu2+-OR4 (verde oscuro y verde claro), Cu2+-OR1 (verde 
oscuro, línea punteada) y Cu2+-α-His111 (Azul claro y oscuro). Imágenes modificadas con permiso de la Dra. 
Liliana Quintanar, a partir de los resultados publicados en las referencias 144, 235-237. 
 
Tabla 1.13 Espectro de ESR del complejo Cu2+-βA 

Complejo Condiciones 
experimentales 

Modo de 
coordinación g|| A|| (1 ´ 10–4 cm–1) Kd Ref. 

Cu2+-βA(1–16) 

pH 7.5 Modo I/II 2.27/2.23 180/157 0.1–10 nM 96, 237 

pH 8.5 Modo II 2.23 157 - - - 237 

pH 6.5 Modo I 2.27 180 - - - 237 

Cu2+-His96 

pH 7.5 3NO/4N 2.21 196 - - - 236 

pH 8.5 4N 2.21 206 0.7 µM 236 

pH 6.5 3N1O 2.23 180 - - - 236 

Cu2+-His111 

pH 7.5 3NO/4N 2.22 180 - - - 235 

pH 8.5 4N 2.20 191 0.5 µM 235 

pH 6.5 3NO 2.23 167 - - - 235 

Cu2+-octarepeat 

4:1 
(alta ocupación) 

Componente 1 2.24 164 7 µM 133, 137 

Componente 2 2.27 177 12 µM  

1:4 
(baja ocupación) Componente 3 2.25 192 10 nM 133, 137 

Cu2+-α-H111 
0.2:1 Modo I 2.24 181 - - - 144 

0.8:1 Modo II 2.26 178 - - - 144 

 

Asimismo, en las Figuras 1.26b/1.27b se muestran los espectros de CD y ESR característicos 

de los sitios cuya coordinación depende de la relación estequiométrica Cu2+/PrP—la región 

octarepeat y el sitio de la α-His111.133, 137, 144 Particularmente, para la región octarepeat se 
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incluyen los espectros reportados de los modelos peptídicos: OR4 y el OR1, cuya principal 

diferencia es el número de repeticiones del octapéptido PHGGGWGQ que incluyen en su 

secuencia. La unión de Cu2+ al OR4 (PHGGGWGQ PHGGGWGQ PHGGGWGQ 

PHGGGWGQ) da lugar a la formación de los modos de alta ocupación (componentes 1 y 2) 

y el modo de baja ocupación (componente 3) en función de la relación estequiométrica 

Cu2+/PrP, lo cual es característico de la unión de Cu2+ a la PrPC.137, 139 Por el contrario, el 

modelo OR1 (PHGGGWGQ) únicamente puede formar el componente 1.137 Aunque este 

modelo no reproduce la coordinación de Cu2+ dependiente de la estequiometria, permite 

aislar las características espectroscópicas del componente 1.137 Como se puede observar en 

la Tabla 1.12 dos de los tres modos de coordinación formados en la región octarepeat son 

inactivos por CD (el componente 2 y 3).133 De tal forma que, el espectro del complejo Cu2+-

OR1 es muy similar al del complejo Cu2+-OR4 a una relación estequiométrica 4:1 (Ver Figura 

1.23b, espectros color verde oscuro). Sin embargo, en los espectros de ESR del complejo 

Cu2+-OR4 se pueden distinguir los modos de alta ocupación (componentes 1 y 2) a una 

relación estequiométrica 4:1 (espectro color verde oscuro) y el modo de baja ocupación 

(componente 3) a una relación estequiométrica 1:4 (espectro color verde oliva). El espectro 

de ESR del componente 3 se caracteriza por el evidente acoplamiento superhiperfino de N 

observado en la región perpendicular del espectro de ESR; mientras que, el espectro de los 

modos de alta ocupación (componente 1 y 2) se caracteriza por la presencia del acoplamiento 

dipolar asignado entre los átomos de Cu2+ de dos complejos tipo componente 1 (Ver 

asteriscos en la Figura 1.24b).137  

 

Finalmente, para el sitio de la α-His111 se muestran los espectros del Modo I (formado a una 

relación 0.2:1.0) y del Modo II (formado a una relación 0.8:1.0). En estos espectros se 

observa que los Modos I y II tienen valores de g|| y A|| similares, pero sus señales de CD son 

completamente diferentes.144 En general, toda la información presentada en esta sección pone 

en evidencia que el uso combinado de las técnicas de CD y ESR permite distinguir entre los 

diferentes modos de coordinación de los complejos Cu2+-βA y Cu2+-PrP. Por lo que, dichas 

técnicas espectroscópicas podrían ser de gran utilidad para evaluar el efecto del péptido βA 

en la unión de Cu2+ a la PrP.  
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1.7. Formación de complejos ternarios PrP-Cu2+-βA. 

Además de la detallada caracterización de la química de coordinación de los complejos Cu2+-

βA y Cu2+-PrP realizada en las ultimas décadas, en un estudio reciente se identificó la 

formación de un complejo ternario OR1-Cu2+-βA(1–16) utilizando las técnicas de absorción 

electrónica (UV-visible), CD y espectrometría de masas.241 Las características del espectro 

de CD de la especie ternaria formada a pH cercano al fisiológico se resumen en la Tabla 

1.14.241  Esta especie ternaria se formó al agregar Cu2+ a una solución con el octapéptido OR1 

y el péptido βA(1–16) mezclados a una relación estequiométrica 1:1.241 En estas condiciones 

prácticamente todo el péptido βA(1–16) se encuentra unido al complejo ternario OR1-Cu2+-

βA(1–16).241 Es importante recordar que el octapéptido OR1 únicamente puede formar al 

componente 1, por lo que la formación de los componentes 2 y 3 podría afectar la formación 

del complejo ternario OR1-Cu2+-βA(1–16). 

 
Tabla 1.14 Transiciones electrónicas de los complejos Cu2+-βA(1–16), Cu2+-OR1 y el complejo ternario 
OR1-Cu2+-βA(1–16)  

Complejo/ 
Condiciones 

experimentales  
–NH2 π2 a Cu2+ N– a Cu2+ π1 a Cu2+ d-d d-d Ref. 

Cu2+-βA(1–16) 
pH 7.5 

Modo I/Modo II 
40 000 cm–1 - - - ~31 900 cm–1 - - - - - - ~17 000 237-239 245 nm - - - 310–313 nm - - - - - - 580–590 nm 

Cu2+-OR1 

Componente 1 
 (alta ocupación) 4:1 - - - - - - - - - 30 303 cm–1 17 241 cm–1 14 706 cm–1 

240 

- - - - - - - - - 330 nm 580 nm 680 nm 
Complejo ternario  
OR1-Cu2+-βA(1–16) 

OR1-Cu2+-βA(1–16) 
 43 000 cm–1 - - - - - - 34 100 cm–1 19 500 cm–1 16 200 cm–1 144 

233 nm - - - - - - 293 nm 512 nm 617 nm 
 

El componente 1 es uno de los modos de coordinación con menor afinidad por cobre de la 

PrPC (7 µM).133 Por lo cual, la formación de especies ternarias PrP-Cu2+-βA sugiere que la 

interacción del péptido PrP y βA podría ir más allá de una simple competencia por el metal. 

Además, la interacción del péptido βA mediada por el Cu2+ con una proteína de membrana 

como la PrPC, podría tener varias implicaciones fisiológicas similares a las observadas para 

la interacción de los oβA con la PrPC.159, 162-173   
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1.8. Reactividad de los complejos Cu2+-PrP con óxido nítrico 

El óxido nítrico (NO•) es una molécula de señalización importante para varios procesos 

fisiológicos como: la neurotransmisión, la respuesta inmune y el control del flujo 

sanguíneo.242 Dadas sus propiedades químicas, el NO• puede participar como ligante en la 

esfera de coordinación de los centros metálicos de algunas proteínas e incluso reaccionar con 

metal.212, 242 Tal es el caso de la unión de NO• al hierro presente en los grupos hemo de la 

hemoglobina y la guanilil ciclasa.243-245 La PrPC también se ha propuesto como una de las 

metaloproteínas capaces de interaccionar con el NO• debido a su papel en la S-nitrosilación 

de las cadenas de heparan sulfato (glipicano-1), el receptor relacionado con lipoproteínas de 

baja densidad (LPR1) y los receptores NMDA.18, 246, 247 Hasta el momento únicamente un par 

de estudios espectroscópicos han estudiado la reactividad de los complejos Cu2+-PrP con el 

NO•.248, 249 En estos trabajos se utilizaron dos modelos peptídicos que reproducen los modos 

de alta ocupación de la región octarepeat: el OR1 (PHGGGWGQ) que forma únicamente al 

componente 1, y el OR2 (PHGGGWGQ PHGGGWGQ) capaz de formar los componentes 1 

y 2. Como fuente de NO• se emplearon los compuestos NOC-12 (donador lento de NO•, t1/2 

= 5.45 h) y NOC-9 (donador rápido de NO•, t1/2 = 3 min).248, 249 Tanto el NOC-12 como el 

NOC-9 contienen un grupo ONNO, el cual se libera en solución dando lugar a dos moléculas 

de NO•. Aunque ambos experimentos demuestran que los complejos Cu2+-OR1 se pueden 

reducir en presencia de NO•, aún con el donador rápido (NOC-9, t1/2 = 3 min) la reacción de 

reducción ocurre en 1 h, tiempo bastante largo para una reacción que el contexto celular debe 

ocurrir en fracciones de segundo.  

 

Por otra parte, con el complejo Cu2+-OR2, la adición de NOC-12 provoca cambios en forma 

y máximos de absorción de las bandas d-d, pero no hay una disminución importante en la 

intensidad de dichas bandas. Esto sugiere que el NO• podría coordinarse al complejo Cu2+-

OR2 sin promover la reducción de Cu2+ a Cu+.249 En conjunto, los antecedentes descritos en 

esta sección indican que la reactividad de los complejos Cu2+-PrP con NO• depende del modo 

de coordinación. Por lo que, es de gran importancia evaluar la reactividad de NO• con los 

otros sitios de unión presentes en la PrPC, con la finalidad de identificar cuáles de estos sitios 

podrían catalizar las reacciones de S-nitrosilación que involucran a esta metaloproteína.  
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CAPÍTULO II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

2.1. Justificación  

La enfermedad de Alzheimer (EA) podría ser uno de los problemas de salud pública más 

subestimados en este siglo. De acuerdo con la OMS, actualmente hay más de 55 millones de 

personas con demencia en el mundo, de las cuales entre el 60 y 70% padecen EA.250 En 2019, 

la EA y otras demencias se reportaron como la séptima causa de muerte a nivel mundial, por 

encima de la Diabetes tipo II (novena causa de muerte) y las enfermedades renales (décima 

causa de muerte).251 De acuerdo con un estudio realizado en 2008, en México se estima que 

la prevalencia de la demencia es de 7.3–7.4% en población mayor de 65 años.252 Con base 

en estas estadísticas, se calcula que existen más de un millón de mexicanos con demencia, 

cifra que podría aumentar drásticamente en los próximos años debido al envejecimiento 

esperado de la población mexicana y a la alta incidencia de factores de riesgo asociados a 

esta enfermedad.253  

 

Actualmente solo existen seis terapias aprobadas por la FDA para el tratamiento de la EA: 

cuatro inhibidores de acetilcolinesterasa, un antagonista de los receptores NMDA y un 

anticuerpo monoclonal (Aducanumab) que reconoce formas insolubles de βA.201 De estas 

terapias, solo el Aducanumab promete modificar el curso de la enfermedad al disminuir la 

acumulación del péptido βA;254 sin embargo, su efectividad no ha sido demostrada y su 

aprobación aún está en controversia.255, 256 Por lo que, es de gran importancia profundizar en 

el estudio de los mecanismos fisiológicos y patológicos que involucran al péptido βA, a fin 

de proponer y validar nuevos blancos terapéuticos.  

 

Uno de los aspectos menos explorados en el estudio de la EA es papel de los metales de 

transición, esto a pesar de que las proteínas clave para el desarrollo de la EA—βA, la APP, 

la BACE1 y la PrPC—se han identificado como metaloproteínas, con un importante papel en 

la plasticidad neuronal y en la homeostasis de iones metálicos.89-97, 114-119 En la última década 

se ha acumulado evidencia que señala a la PrPC como un mediador de la toxicidad βA y como 

un blanco terapéutico prometedor para la EA.159, 162-173 Desafortunadamente en la 

caracterización de los mecanismos patológicos que involucran a la PrPC prácticamente se ha 
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ignorado su compleja y dinámica química de coordinación a cobre y su interacción con 

diversas proteínas involucradas en la comunicación sináptica y el funcionamiento neuronal.97 

Esto podría deberse, al menos en parte, a la complejidad de integrar el vasto conocimiento 

sobre la química y la biología detrás de la EA y a las limitaciones experimentales para 

trasladar el conocimiento de la química de coordinación del péptido βA y la PrPC a modelos 

celulares y animales.  

 

Después del análisis minucioso de la evidencia que vincula al péptido βA y la PrPC con 

mecanismos patológicos asociados con la EA (sección 1.3.2C, Capítulo I: antecedentes), 

solamente  se identificaron dos mecanismos que involucran al βA y la PrPC y donde se ha 

explorado el papel de Cu2+ utilizando modelos celulares y animales.18, 48, 257 Estos 

mecanismos son: la S-nitrosilación de los receptores NMDA y la formación del complejo 

PrPC-NMDAR.18, 48, 257 A pesar de que en estos estudios se demostró la importancia del metal 

en la función de los receptores NMDA, el papel de la pleomórfica química de coordinación 

del péptido βA y la PrPC no ha sido evaluado, dejando varias interrogantes sobre la química 

detrás de dichos mecanismos.18, 48, 97, 257 En este proyecto se abordan dos de estos paradigmas: 

el efecto del péptido βA sobre la unión de Cu2+ a los diferentes sitios presentes en la PrP; y 

la reactividad de los complejos de Cu2+-PrP con oxido nítrico. Lo anterior, con la finalidad 

de identificar los sitios de unión a Cu2+ de la PrP con potencial para participar en la 

interacción de la PrPC con el receptor NMDA y catalizar la S-nitrosilación de los receptores 

NMDA. Los datos recabados en este estudio ayudarán a sentar las bases para elucidar la 

química de coordinación detrás de estos mecanismos patológicos vinculados con la EA y 

diseñar nuevas terapias farmacológicas enfocadas en modificar el curso de la enfermedad.  
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2.2. Hipótesis 

 

Considerando que la unión de Cu2+ a la PrP involucra al menos siete sitios de unión a metal 

y nueve modos de coordinación con afinidades y reactividades diferentes, se espera que el 

efecto del péptido bA sobre la unión de Cu2+ a la PrP y la reactividad de los complejos Cu2+-

PrP con óxido nítrico sean sitio-específicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	80	

2.3. Objetivos 

 

Objetivos generales 

• Evaluar el efecto del péptido bA en la coordinación de Cu2+ a la PrP y al sitio α-H111 

del fragmento PrPC1. 

 

• Evaluar la reactividad de óxido nítrico con los complejos Cu2+-PrP formados en los 

sitios de la región del non-octarepeat de la PrP y en el sitio α-H111 del fragmento 

PrPC1. 

 

Objetivos particulares 

• Sintetizar, purificar, liofilizar y caracterizar los péptidos: bA(1–16), PrP(60–91), 

PrP(92–99), PrP(106–115) y PrP(111–116). 

 

• Evaluar la capacidad del péptido bA(1–16) para remover al ion Cu2+ de los complejos 

Cu2+-PrP(60–91), Cu2+-PrP(92–99), Cu2+-PrP(106–115) y Cu2+-PrP(111–116) 

utilizando dicroísmo circular electrónico y resonancia de espín electrónico.  

 

• Evaluar la reactividad de los complejos Cu2+-PrP(92–99), Cu2+-PrP(106–115)  y 

Cu2+-PrP(111–116) con óxido nítrico utilizando espectroscopia de absorción 

electrónica en la región UV-vis.  
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CAPÍTULO III. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

Los resultados de este trabajo se organizaron en cuatro secciones: las primeras dos 

corresponden a la evaluación del efecto del péptido bA(1–16) en la coordinación de Cu2+ a 

la proteína prion (sección 3.1) y al sitio de la α-His111 generado tras el procesamiento de la 

proteína prion por la α-secretasa (sección 3.2); mientras que las secciones tercera y cuarta 

incluyen los resultados de la evaluación de la reactividad de óxido nítrico con los complejos 

Cu2+-PrP formados en la región del non-octarepeat de la proteína prion (sección 3.3) y en el 

sitio de la α-His111 generado tras el procesamiento de la proteína prion por la α-secretasa 

(sección 3.4). 

 

3.1. Efecto del bA en la coordinación de Cu2+ a la proteína prion  

3.1.1. Región del octarepeat (OR) 

Para evaluar el impacto del bA en la unión de Cu2+ a la región del OR se realizaron ensayos 

de competencia, en los cuales se enfrentó al complejo Cu2+-PrP(60–91) con el péptido bA(1–

16). Dado que la coordinación de Cu2+ a la región del OR depende de la relación 

estequiométrica Cu2+/PrP, el efecto del péptido bA(1–16) se estudió en dos condiciones 

diferentes: A) A una relación 1:4 de Cu2+/PrP para favorecer la formación del modo de baja 

ocupación o componente 3, y B) A una relación estequiométrica 2:1 de Cu2+/PrP para 

favorecer la formación de los modos de alta ocupación, también conocidos como 

componentes 1 y 2.   

 

A. Competencia por Cu2+ entre el péptido bA(1–16) y el modo de baja ocupación  

El modo de baja ocupación o componente 3 se formó a partir de una solución de PrP(60–91) 

a una concentración de 0.85 mM, a la cual se agregaron 0.17 mM de CuSO4 para alcanzar 

una relación estequiométrica 1:4 de Cu2+/PrP. Los espectros de CD y ESR del componente 3 

se muestran de color verde oliva en la Figura 3.1. En el espectro de CD la señal del 

componente 3 es prácticamente cero (Figura 3.1a, color verde oliva), mientras que en el 

espectro de ESR (Figura 3.1b, color verde oliva) se observa un juego de señales con valores 

g|| = 2.260 y A|| = 190 ´ 10–4 cm–1 (Tabla 3.1). Una característica distintiva del espectro ESR 

del componente 3 (Figura 3.1b) y su derivada (Figura 3.1c) son las nueve señales que se 
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aprecian en la región perpendicular, las cuales están asociadas al acoplamiento 

superhiperfino del espín electrónico del Cu2+ con el espín nuclear de los átomos de nitrógeno 

presentes en la esfera de coordinación. Estos espectros de CD y ESR son consistentes con 

los previamente reportados para el componente 3 (ver Capítulo I: Antecedentes, sección 

1.6).137  

 

 
Figura 3.1. Los espectros del componente 3 y el complejo Cu2+-bA(1–16) se muestran en color verde oliva 
y negro. En (a) las líneas punteadas de color verde oliva corresponden a la titulación del componente 3 con 
alícuotas de 0.2 en 0.2 equiv hasta 0.8 equiv de bA(1–16). Los espectros de color naranja y rojo corresponden 
a la titulación del componente 3 con 1.0 y 2.0 equivalentes de bA(1–16). La línea punteada negra es el resultado 
de sumar los espectros del componente 3 y del complejo Cu2+-bA(1–16) en una proporción 70:30. En (c) se 
muestra la derivada de la región perpendicular del espectro de ESR. 
 
Tabla 3.1. Parámetros de ESR de las diferentes muestras analizadas en la titulación del componente 3 
con bA(1–16). 

Nombre de la muestra Especie identificada g|| A|| (1 ´ 10–4 cm–1) 

Cu2+-bA(1–16) Modo I 2.272 179 
Modo II 2.237 157 

Cu2+-PrP(60–91)_modo de baja ocupación Componente 3 2.260 190 

+ 2.0 equivalentes bA(1–16) 
Componente 3 2.260 190 

Cu2+-bA(1–16)_Modo II 2.240 157 

 

Después de su caracterización, el componente 3 fue titulado con alícuotas de 0.2 equivalentes 

de bA(1–16). Como se puede observar en la Figura 3.1, la espectros de CD y ESR presentan 

cambios sutiles tras la adición de 1.0 y 2.0 equivalentes de bA(1–16). En el espectro de CD 

se observa una señal de baja intensidad a 31 400 cm–1, la cual corresponde a la banda de 
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LMCT de amida desprotonada a Cu2+ observada en el complejo Cu2+-bA(1–16). De igual 

forma, en el espectro de ESR predominan las características del componente 3 y se observa 

un segundo juego de señales con valores g|| = 2.240 y A|| = 157 ´ 10–4 cm–1 que revela la 

formación de una pequeña cantidad del Modo II de complejo Cu2+-bA(1–16). La 

contribución del complejo Cu2+-bA(1–16) en los espectros de CD y ESR correspondientes a 

2.0 equivalentes de bA(1–16) se estimó a partir de la suma de los espectros de componente 

3 y Cu2+-bA(1–16). El mejor ajuste se obtuvo al sumar el 30% del espectro de Cu2+-bA(1–

16) y el 70% del espectro del componente 3 (Figura 3.1, línea punteada negra). Estos 

resultados nos permiten concluir que el péptido bA(1–16) remueve ~30% del Cu2+ unido al 

componente 3, aún cuando la concentración de bA(1–16) es el doble de la PrP(60–91).   

 

B. Competencia por Cu2+ entre los modos de alta ocupación de la PrP y el péptido 

bA(1–16)  

Los modos de alta ocupación (componentes 1 y 2) se formaron a partir de una solución de 

PrP(60–91) a una concentración de 0.3 mM, a la cual se agregaron 0.6 mM de CuSO4 para 

alcanzar una relación estequiométrica 2:1 de Cu2+/PrP. Los espectros de CD y ESR 

correspondientes a esta muestra se presentan de color verde obscuro en la Figura 3.2. En el 

espectro de CD (Figura 3.2a), se observan las señales características del componente 1: una 

banda de LMCT del nitrógeno π1 del imidazol a Cu2+ en 29 380 cm–1 (Δε = +0.63 M–1cm–1) 

y dos bandas d-d, una positiva de gran intensidad en 17 330 cm–1 (Δε = +0.49 M–1cm–1)  y 

otra negativa de baja intensidad en 14 500 cm–1 (Δε = –0.23 M–1cm–1) (ver Capítulo I: 

Antecedentes, sección 1.6).139, 240 Aunque el componente 2 también se forma en estas 

condiciones, previamente se demostró que dicho complejo es inactivo por CD.133 Sin 

embargo, la formación del componente 2 queda de manifiesto en el espectro de ESR, donde 

se observan dos juegos de señales: el primero con valores  g|| = 2.246 y A|| = 169 ´ 10–4 cm-1 

y el segundo con valores  g|| = 2.279 y A|| = 170 ´ 10–4 cm–1 correspondientes a los 

componentes 1 y 2, respectivamente (ver Tabla 3.2). Estos espectros de CD y ESR son 

consistentes con los previamente reportados para los modos de alta ocupación (ver Capítulo 

I: Antecedentes, sección 1.6).133, 137  
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Figura 3.2. Titulación del componentes 1 y 2 del complejo Cu2+-PrP(60–91) con bA(1–16) seguido por CD 
(a) y ESR (b). Los espectros de los componentes 1 y 2 de Cu2+-PrP(60–91) y el complejo Cu2+-bA(1–16) se 
muestran en color verde oscuro y negro. Las líneas de color verde claro, naranja y rojo corresponden a la adición 
de 0.4, 1.0 y 2.0 equivalentes de bA(1–16) a los componentes 1 y 2 del complejo Cu2+-PrP(60–91). En (c) se 
muestra la derivada de la región perpendicular del espectro de ESR. 
 
Tabla 3.2. Parámetros de ESR de las diferentes muestras analizadas en la titulación de los modos de 
alta ocupación (componente 1 y 2) con bA(1–16). 

Nombre de la muestra Especie identificada g|| A|| (1 ´ 10–4 cm–1) 
Cu2+-PrP(60–91)_modos de alta ocupación Componente 1 2.246 169 

Componente 2 2.279 170 
+ 0.4 equiv bA(1–16) Componente 1 2.236 167 

Componente 3 2.256 192 
+ 1.0 equiv bA(1–16) Modo I 2.265 183 

Modo II 2.243 155 
+ 2.0 equiv bA(1–16) Modo I 2.269 180 

Modo II 2.238 156 
Cu2+-bA(1–16) Modo I 2.272 179 

Modo II 2.237 157 
 

Después de su caracterización, los componentes 1 y 2 fueron titulados con alícuotas de 0.2 

equivalentes bA(1–16). Desde la adición de 0.4 equivalentes de bA(1–16) se observan 

cambios importantes en los espectros de CD y ESR (Figura 3.2, espectros de color verde 

claro). En el espectro de CD, la intensidad de las señales del componente 1 disminuye 

drásticamente y al mismo tiempo aparecen una banda positiva de LMCT en 31 780 cm–1 (Δε 

= +0.40 M–1cm–1) y una banda d-d negativa en 20 270 cm–1 (Δε = –0.10 M–1cm–1). De igual 

forma, en el espectro de ESR (Figura 3.2b, espectro verde claro), se aprecia una disminución 

en la intensidad de las señales asociadas al componente 1 y se detecta otra especie con valores 

g|| = 2.256 y A|| = 192 ´ 10–4 cm–1. Las nuevas señales observadas por CD son similares a las 
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previamente reportadas para el complejo ternario formado entre  el octapéptido OR1 

(PHGGGWGQ), Cu2+ y bA(1–16).241 Sin embargo, es importante recordar que el octapéptido 

OR1 (PHGGGWGQ) forma exclusivamente el componente 1, a diferencia del fragmento 

PrP(60–91) utilizado en este trabajo, el cual puede formar los componentes 1, 2 y 3 

dependiendo de la relación estequiométrica Cu2+/PrP. Curiosamente, la otra especie 

detectada en el espectro de ESR tiene valores de g|| y A|| prácticamente idénticos a los del 

componente 3 (Tabla 3.2) y presenta el mismo patrón en las señales del acoplamiento 

superhiperfino de nitrógeno (Figura 3.3). Estos resultados sugieren que cantidades pequeñas 

de bA(1–16) inducen la formación de una especie ternaria OR4-Cu2+-bA(1–16) a expensas 

del componente 1, pero además perturba el equilibrio entre los componentes 1, 2 y 3 en favor 

del componente 3, aún cuando la relación estequiométrica Cu2+/PrP favorece los 

componentes 1 y 2. 

 

 
Figura 3.3. Comparación de los espectros de CD (a) y ESR (b) para evidenciar la formación del 
componente 3 tras titular los componentes 1 y 2 con 0.4 equivalentes de bA(1–16). Los espectros de los 
componentes 1 y 2 y el componente 3 del complejo de Cu2+-PrP(60–91) se muestran en color verde oscuro y 
oliva, respectivamente. La línea de color verde claro corresponde a la titulación de los componentes 1 y 2 con 
0.4 equivalentes de bA(1–16). En (a) se observa disminución de las señales del componentes 1 (verde oscuro) 
tras la adición de los de 0.4 equivalentes de bA(1–16) (verde claro). Esto está asociado en parte a la formación 
del complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16), cuya banda d-d característica se aprecia en 20 000 cm–1 (verde 
claro). La drástica disminución de las señales de CD también sugiere la formación del componente 3 (verde 
oliva), cuya señal de CD es prácticamente cero. La formación del componente 3 es más evidente en los espectros 
de ESR (b) y sus segundas derivada (c).  
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Como se aprecia en la Figura 3.2a, al alcanzar 1.0 equivalente de bA(1–16) en la titulación 

de los componentes 1 y 2, la banda d-d de la especie ternaria OR4-Cu2+-bA(1–16) permanece 

sin cambios y se comienza a apreciar la banda d-d del complejo Cu2+-bA(1–16). Asimismo, 

en la región paralela del espectro de ESR, predominan los Modos I y II de complejo Cu2+-

bA(1–16) (ver Figura 3.2b, espectro color naranja); mientras que, en la región perpendicular, 

se incrementa la intensidad de las señales asociadas al acoplamiento superhiperfino de 

nitrógeno del componente 3 (Figura 3.2c, espectro color naranja). Estos resultados revelan 

que a medida que se incrementa la cantidad de bA(1–16) se favorece la formación del 

componente 3 y el complejo Cu2+-bA(1–16), pero no la formación del complejo ternario 

OR4-Cu2+-bA(1–16). Finalmente, al agregar el segundo equivalente de bA(1–16), las señales 

observadas en el espectro de CD son prácticamente idénticas a las del complejo Cu2+-bA(1–

16), lo cual es congruente con el predominio de señales de los Modos I y II en la región 

paralela del espectro de ESR (Figura 3.2, espectros color rojo). Sin embargo, en la segunda 

derivada de la región perpendicular del espectro de ESR, aún se observa el acoplamiento 

superhiperfino de nitrógeno característico del componente 3 (Figura 3.2c, espectro color 

rojo). Para calcular la contribución del componente 3 en el espectro de ESR del punto final 

de la titulación, se sumaron los espectros de Cu2+-bA(1–16) y componente 3 en diferentes 

proporciones, el mejor ajuste se obtuvo con 60% de espectro del complejo Cu2+-bA(1–16) y 

40% del espectro del componente 3 (Figura 3.4). Estos resultados indican que el péptido 

bA(1–16) solo puede remover ~60% del Cu2+ unido a los modos de alta ocupación, a pesar 

de que tiene una constante de afinidad al menos un orden de magnitud mayor a la de los 

componentes 1 y 2. Esta aparente contradicción se puede atribuir al cambio observado en el 

equilibrio de los componentes 1, 2 y 3, donde se favorece la formación del componente 3, 

especie cuya afinidad por Cu2+ es igual o incluso mayor a la de bA(1–16). 
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Figura 3.4. Comparación de espectros de ESR para evidenciar la formación del componente 3 tras titular 
los modos de alta ocupación (componente 1 y 2) con 2.0 equiv de bA(1–16). En (a) se muestran los espectros 
del componentes 3 y el complejo Cu2+-bA(1–16) en color verde oliva y negro, respectivamente. La línea 
punteada negra es el resultado de sumar los espectros del componente 3 y del complejo Cu2+-bA(1–16) en una 
proporción 40:60. En (b) se muestra la derivada de la región perpendicular del espectro de ESR. 
 

En conjunto, los resultados de las titulaciones del modo de baja ocupación (componente 3) y 

los modos de alta ocupación (componentes 1 y 2) indican que el efecto del péptido bA(1–16) 

en la coordinación de Cu2+ a la región OR depende de la relación estequiométrica Cu2+/PrP 

(Figura 3.5). En condiciones donde la cantidad de Cu2+ es menor a la de PrP, el bA(1–16) no 

puede remover eficientemente el Cu2+ del componente 3. Por el contrario, cuando la cantidad 

de Cu2+ es mayor que la de PrP, el bA(1–16) remueve  ~60% del Cu2+ unido a los modos de 

alta ocupación, forma un complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16) con el componente 1, y 

además perturba el equilibrio entre los componentes 1, 2 y 3 en favor del componente 3.      
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Figura 3.5. Efecto del bA(1–16) en la coordinación de Cu2+ a la región OR de la proteína prion.  
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Análisis de las características espectroscópicas del complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16) 

y propuesta de modo de coordinación  

A continuación se analizan con detalle las características espectroscópicas del complejo 

ternario OR4-Cu2+-bA(1–16), a fin de identificar los posibles ligantes que participan en la 

esfera de coordinación. Esta especie ternaria se observó al titular los modos de alta ocupación 

(componente 1 y 2) con 0.4 equivalentes de bA(1–16), como parte de una mezcla compleja 

que incluye los componentes 1, 2 y 3 (ver Figura 3.6). Desafortunadamente la presencia de 

los componentes 1, 2 y 3 enmascara las señales de ESR asociadas a la especie ternaria. Sin 

embargo, puesto que los componentes 2 y 3 son inactivos por CD, se obtuvo una 

aproximación el espectro de CD del complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16) al restar del 

espectro verde claro las señales asociadas a la cantidad remanente del componente 1 

(estimada a partir del Δε del componente 1 a 14 164 cm–1) (ver Figura 3.6). El espectro 

obtenido presenta el mismo número y tipo de bandas reportadas previamente para el complejo 

ternario OR1-Cu2+-bA(1–16) (Tabla 3.3). Entre las señales de CD asociadas a la especie 

ternaria OR4-Cu2+-bA(1–16), se observan una banda positiva de gran intensidad en 32 666 

cm–1 (Δε = +0.32 M–1cm–1) correspondiente a la LMCT de amida desprotonada a Cu2+ y otra 

negativa de baja intensidad en 27 863 cm–1 (Δε = –0.11 M–1cm–1) que puede asignarse a la 

LMCT de imidazol π1 a Cu2+, estas señales revelan la participación de residuos de His y  

amidas desprotonadas de la cadena péptidica en la esfera de coordinación. Lo anterior es 

congruente con el efecto Cotton de la banda d-d, el cual es característico de complejos de 

Cu2+ en los que participan residuos His y amidas desprotonadas.228-230 Asimismo, la presencia 

de una banda d-d a altas energías (20 149 cm–1) indica un desdoblamiento energético grande 

de los orbitales d del Cu2+, lo que se espera cuando están presentes ligantes de alta covalencia, 

como es el caso de las amidas desprotonadas. En conjunto todas estas características del 

espectro de CD del complejo OR4-Cu2+-bA(1–16) son consistentes con la participación de 

residuos de His y amidas desprotonadas en la esfera de coordinación del complejo ternario 

OR4-Cu2+-bA(1–16).  
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Figura 3.6. En los espectros de CD (a) y ESR (b-c) de la titulación de los modos de alta ocupación 
(componentes 1 y 2) con 0.4 equiv de bA(1–16) es evidente la formación del complejo ternario OR4-Cu2+-
bA(1–16) y el componente 3. Los espectros de los componentes 1 y 2 del complejo Cu2+-PrP(60–91) se muestra 
de color verde oscuro y el espectro que resulta de la adición de 0.4 equivalentes de bA(1–16) se muestra de 
color verde claro. Los espectros del componente 3 del complejo Cu2+-PrP(60–91) se incluyen en color verde 
oliva. En (a) el espectro de color rojo se obtiene de restar del espectro de color verde claro las señales 
correspondientes al componente 1 remanente (estimado utilizando el Δε del componente 1 a 14 164 cm–1), el 
espectro resultante se asigna al complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16).  
 
Tabla 3.3. Transiciones electrónicas observadas en el espectro de CD de las especies ternarias OR1-
Cu2+- βA(1–16) y OR4-Cu2+-βA(1–16). 

Especie ternaria N– a Cu2+ π1 a Cu2+ d-d d-d Ref. 

OR1-Cu2+-βA(1–16) 
32 051 cm–1 28 409 cm–1 20 000 cm–1 15 500 cm–1 144 

312 nm 352 nm 500 nm 642 nm 
Δε +0.54 Δε –0.30 Δε –0.32 Δε +0.14 

OR4-Cu2+-βA(1–16) 
32 303 cm–1 27 863 cm–1 20 149 cm–1 15 528 cm–1 Este trabajo 

258 306 nm 357 nm 499 nm 670 nm 
Δε +0.31 Δε –0.10 Δε –0.10 Δε +0.070 

 

Curiosamente, la especie ternaria OR4-Cu2+-bA(1–16) tiene un efecto Cotton muy parecido 

al del Modo II de Cu2+-bA(1–16), con el mismo tipo de bandas de LMCT, así como el mismo 

signo e intensidad relativa de las bandas d-d (ver Figura 3.7). Como se mencionó 

anteriormente, en complejos metal-proteína en los que participan amidas desprotonadas, el 

signo del efecto Cotton en las bandas d-d está asociado al impedimento estérico de las 

cadenas laterales de los aminoácidos que rodean dichas amidas desprotonadas: los residuos 

con cadenas laterales grandes, como el Asp y la Ala presentes en el N-terminal de bA(1–16), 

dan lugar a una banda d-d  negativa a altas energías y positiva a bajas energías (–/+); por el 

contrario residuos con bajo impedimento estérico, como la Gly en el componente 1, producen 
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una banda d-d positiva a altas energías y negativa a bajas energías (+/–).228-230 La similitud 

entre el efecto Cotton del Modo II de Cu2+-bA(1–16) y el complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–

16) sugiere que es el péptido bA(1–16) el que provee la amida desprotonada para formar el 

complejo OR4-Cu2+-bA(1–16). Con base en las características previamente descritas del 

espectro de CD de la especie ternaria OR4-Cu2+-bA(1–16) se propone el modo de 

coordinación mostrado en la Figura 3.8. 

 

 
Figura 3.7. La relación entre el efecto Cotton del Modo II de Cu2+-bA(1–16) y el componente 1 (a) y sus 
modos de coordinación (b-c) revela algunos de los componentes de la esfera de coordinación del complejo 
OR4-Cu2+-bA(1–16). En (a) se muestras los espectros de CD del complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16) en 
color verde claro, el Modo II del complejo Cu2+-bA(1–16) en color negro y el componente 1 en color verde 
oscuro Cu2+-PrP(60–91). En (b) se muestra el modo de coordinación del complejo Cu2+-bA(1–16) formado por: 
el nitrógeno del amino terminal, el nitrógeno de anillo de imidazol de la His-6, el oxígeno del carbonilo del 
Asp-2 y la amida desprotonada de la Ala-2. En (c) se muestra el modo de coordinación del componente 1 
formado por: el oxígeno del carbonilo de un residuo de Gly, dos amidas desprotonadas de los residuos de Gly 
continuos y un nitrógeno del anillo imidazol de la His. Al comparar los espectros  de CD (a) y los modos de 
coordinación de los complejos Cu2+-bA(1–16) y componente 1 (b-c), se observa que en el complejo Cu2+-bA(1–
16) la amida desprotonada proviene de un residuo de Ala (b), mientras que en el componente 1 las dos amidas 
desprotonadas de la esfera de coordinación provienen de residuos de Gly (c). El signo del efecto Cotton es 
consistente con el impedimento estérico por los grupos metilo del residuo de Ala en el complejo Cu2+-bA(1–
16) y la ausencia de este impedimento estérico en los residuos de Gly del componente 1. 
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Figura 3.8. Modo de coordinación propuesto para el complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16). El modo de 
coordinación propuesto para el complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16) formado a partir del componente 1 
involucra los siguientes ligantes: el nitrógeno del grupo amino terminal y la amida desprotonada de la Ala-2 del 
bA(1–16), el imidazol del un octarepeat de la PrP y otro ligante (nitrógeno u oxígeno) que puede provenir del 
bA(1–16) o del octarepeat de la PrP.  
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3.1.2. Región del non-octarepeat (non-OR) 

La PrP puede unir dos átomos de Cu2+ fuera de la región del OR, en los sitios de His96 e 

His111. Para estudiar el efecto del bA en la unión de Cu2+ a la región del non-OR se 

realizaron ensayos de competencia, donde los complejos Cu2+-His96 (A) y Cu2+-His111 (B) 

se enfrentaron al péptido bA(1–16). A continuación, se describen los resultados obtenidos en 

estos ensayos.   

 

A. Competencia por Cu2+ entre el péptido bA(1–16) y el sitio de His96 

El complejo Cu2+-His96 se formó al agregar 0.24 mM de Cu2+ a una solución 0.3 mM de 

PrP(92–99) a un pH de 7.5. Los espectros de CD y ESR correspondientes a esta muestra se 

presentan de color rosa en la Figura 3.9. En el espectro de CD se aprecian dos bandas d-d, 

una positiva en 19 871 cm–1 (Δε = +0.34 M–1cm–1) y otra negativa en 16 718 cm–1 (Δε = –

0.54 M–1cm–1); así como tres bandas de LMCT: una positiva de gran intensidad en 39 740 

cm–1 (Δε = +2.2 M–1cm–1) que puede asignarse a la LMCT de imidazol π1 a Cu2+, una banda 

negativa en 32 388 cm–1 (Δε = –0.58 M–1cm–1) correspondiente a la LMCT de amida 

desprotonada de la cadena peptídica a Cu2+ y una banda positiva de baja intensidad en 28 624 

cm–1 (Δε = +0.23 M–1cm–1) que corresponde a la LMCT de imidazol π1 a Cu2+. Estas señales 

de CD son consistentes con los reportes previos para el sitio de la His96 en valores de pH 

cercanos a 7 (ver Capítulo I: Antecedentes, sección 1.6).236 Aunque a este valor de pH 

coexisten los modos 3N1O y 4N del complejo PrP(92–99), previamente se demostró que sus 

las señales de ESR se traslapan, por lo que las señales de cada modo de coordinación no se 

pueden asignar de forma independiente en estas condiciones, dando lugar a un solo juego de 

señales con valores g|| = 2.228 y A|| = 184 ´ 10–4 cm–1 (Tabla 3.4).236  

 

Después de su caracterización, el complejo Cu2+-PrP(92–99) fue titulado con alícuotas de 0.2 

equivalentes de bA(1–16). Como se puede observar en la Figura 3.9a, la adición de 0.2, 0.4, 

0.6 y 0.8 equivalentes de bA(1–16) provoca la disminución gradual de las señales de CD 

asociadas al complejo Cu2+-PrP(92–99) (ver líneas punteadas de color rosa). Tras agregar el 

primer equivalente de bA(1–16), se aprecian claramente las señales del complejo Cu2+-

bA(1–16) tanto en el espectro de CD como en el espectro de ESR (ver Figura 3.9, espectros 

color naranja). Finalmente, con el segundo equivalente de bA(1–16), se obtienen espectros 
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de CD y ESR idénticos a los del complejo Cu2+-bA(1–16) (ver Figura 3.9, espectros color 

rojo). Estos resultados indican que el bA(1–16) puede remover por completo el Cu2+ del sitio 

de His96.  

 
Tabla 3.4. Parámetros de ESR de las diferentes muestras analizadas en la titulación del complejo Cu2+-
PrP(92–99) con bA(1–16). 

Nombre de la muestra Modo de coordinación identificado g|| A|| (1 ´ 10–4 cm–1) 
Cu2+-PrP(92–99) 3N1O/4N 2.228 184 

+ 1.0 equiv bA(1–16) Modo I 2.272 178 
Modo II 2.243 157 

+ 2.0 equiv bA(1–16) Modo I 2.272 178 
Modo II 2.243 157 

Cu2+-bA(1–16) Modo I 2.272 179 
Modo II 2.237 157 

 

 
Figura 3.9 Titulación del complejo Cu2+-PrP(92–99) con bA(1–16) seguido por CD (a) y ESR (b). Los 
espectros del complejo Cu2+-PrP(92–99) y el complejo Cu2+-bA(1–16) se muestran en color rosa y negro. En 
(a) las líneas punteadas de color rosa corresponden a la titulación del complejo Cu2+-PrP(92–99) con alícuotas 
de 0.2 en 0.2 equiv hasta 0.8 equiv de bA(1–16). Los espectros de color naranja y rojo corresponden a la 
titulación del complejo Cu2+-PrP(92–99) con 1.0 y 2.0 equivalentes de bA(1–16). En (c) se muestra la derivada 
de la región perpendicular del espectro de ESR.  
 

B. Competencia por Cu2+ entre el péptido bA(1–16) y sitio de His111  

El complejo Cu2+-His111 se formó al agregar 0.24 mM de Cu2+ a una solución 0.3 mM de 

PrP(106–115) a pH de 7.5. Los espectros de CD y ESR correspondientes a la mezcla de los 

modos 3N1O y 4N del complejo Cu2+-PrP(106–115) se muestran de color morado en la 

Figura 3.10. En el espectro de CD se observan una banda d-d positiva en 15 676 cm–1 (Δε = 

+0.33 M–1cm–1) y una banda d-d negativa a 20 277 cm–1 (Δε = –0.37 M–1cm–1), al igual que 
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tres bandas de LMCT en 39 090 cm–1 (Δε = +4.08 M–1cm–1), 32,3061 cm–1 (Δε = +0.42 M–1 

cm–1), 28 305 cm–1(Δε = –0.18 M–1cm–1), correspondientes a las LMCT de imidazol π2, 

amida desprotonada e imidazol π1 a Cu2+, respectivamente.  Por otra parte, en el espectro de 

ESR (Figura 3.9b) se observa un juego de señales con un g|| = 2.226 y A|| = 178 ´ 10–4 cm–1. 

Estos espectros de CD y ESR son consistentes con los previamente reportados para el sitio 

de His111 (ver Capítulo I: Antecedentes, sección 1.6).235 

 

 
Figura 3.10. Titulación del el complejo Cu2+-PrP(106–115) con bA(1–16) seguido por CD (a) y ESR (b). 
Los espectros del complejo Cu2+-PrP(106–115)  y el complejo Cu2+- bA(1–16) se muestran en color morado y 
negro. En (a) las líneas punteadas de color morado corresponden a la titulación del complejo Cu2+-PrP(106–
115) con alícuotas de 0.2 en 0.2 equiv hasta 0.8 equiv de bA(1–16). Los espectros de color naranja y rojo 
corresponden a la titulación del complejo Cu2+-PrP(106–115)  con 1.0 y 2.0 equivalentes de bA(1–16). En (c) 
se muestra la derivada de la región perpendicular del espectro de ESR.  
 

Después de su caracterización, el complejo Cu2+-PrP(106–115) fue titulado con alícuotas de 

0.2 equivalentes de bA(1–16). La adición desde 0.2 y hasta 0.8 equivalentes de bA(1–16) 

provoca la disminución gradual de las señales de CD asociadas al complejo Cu2+-PrP(106–

115) (ver Figura 3.10a, líneas punteadas moradas). Después de agregar el primer equivalente 

de bA(1–16), las señales de CD y ESR del complejo Cu2+-PrP(106–115) prácticamente 

desaparecen y predominan las señales correspondientes al complejo Cu2+-bA(1–16) (ver 

Figura 3.10, espectros color naranja). Tras la adición del segundo equivalente de bA(1–16), 

los espectros de CD y ESR son idénticos a los del complejo Cu2+-bA(1–16) (ver Figura 3.10, 
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espectros color naranja). Estos resultados indican que el bA(1–16) puede remover por Cu2+ 

del sitio de la His111. 

 
Tabla 3.5. Parámetros de ESR de las diferentes muestras analizadas en la titulación del complejo Cu2+-
PrP(106–115) con bA(1–16). 

Nombre de la muestra Modo de coordinación identificado g|| A|| (1 ´ 10–4 cm–1) 
Cu2+-PrP(106–115) 3N1O/4N 2.226 178 

+ 1.0 equiv Ab(1–16) Modo I 2.274 173 
Modo II 2.238 156 

+ 2.0 equiv Ab(1–16) Modo I 2.274 173 
Modo II 2.238 156 

Cu2+-Ab(1–16) Modo I 2.272 179 
Modo II 2.237 157 

 

En conjunto, los resultados de las titulaciones del los complejos Cu2+-PrP(92–99) y Cu2+-

PrP(106–115) indican que el péptido bA(1–16) puede remover al Cu2+ de los sitios de His96 

e His111 sin formar complejos ternarios (Figura 3.5). Esto es consistente con la gran 

semejanza en los modos de coordinación y con las constantes de disociación previamente 

reportadas para los sitios de la región non-OR (0.4–0.7 µM), mayores a la del bA(1–16) (0.1 

nM) .140 

 

Figura 3.11. Efecto de bA(1–16) en la coordinación de Cu2+ a la región del non-OR de la proteína prion.  
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3.2. Efecto de bA(1–16) en la coordinación de Cu2+ al sitio de la α-His111 generado 

tras el procesamiento de la proteína prion por la α-secretasa 

El sitio de unión a Cu2+ que resulta de la escisión de la PrP entre Lys110/His111 se modeló 

en este trabajo utilizando el péptido PrP(111–116). Al igual que en la región OR, la 

coordinación de Cu2+ en el sitio α-His111 depende de las concentraciones relativas Cu2+/PrP, 

dando lugar a los modos de coordinación conocidos como Modo I y Modo II. Por lo cual, en 

este trabajo se estudió de forma independiente el efecto del péptido bA(1–16) en la 

coordinación de Cu2+ al Modo I (A) y al Modo II (B).  

 

A. Competencia por Cu2+ entre el péptido bA(1–16) y el Modo I de Cu2+-α-His111 

Para formar el Modo I de Cu2+-α-His111 se agregaron 0.2 mM de CuSO4 a una solución de 

0.8 mM de PrP(111–116), para alcanzar una relación estequiométrica 0.2:1.0 de Cu2+/PrP. 

Los espectros de CD y ESR del Modo I del complejo Cu2+-PrP(111–116) se muestran de 

color azul claro en la Figura 3.12. En el espectro de CD (Figura 3.12a) se observan: una 

banda negativa de LMCT de NH2 a Cu2+ alrededor de 40 000 cm–1 y otra de imidazol π1 a 

Cu2+ en 30 606 cm–1, así como una banda d-d positiva en 14 596 cm–1.144 En la región paralela 

del espectro de ESR (Figura 3.12b), se observa una sola especie con un g|| = 2.242 y A|| = 184 

´ 10–4 cm–1; mientras que, en la segunda derivada de la región perpendicular del espectro 

(Figura 3.12c, espectro azul claro) se observan las señales asociadas al acoplamiento 

superhiperfino de tres o cuatro átomos de nitrógeno. Éstas son consistentes con el modo de 

coordinación 4N propuesto para el Modo I del complejo Cu2+-PrP(111–116).144 Los 

espectros de CD y ESR anteriormente descritos son consistentes con los reportados 

previamente (ver Capítulo I: Antecedentes, sección 1.6).144  

 
Tabla 3.6. Parámetros de ESR de las diferentes muestras analizadas en la titulación Modo I del 
complejo Cu2+-PrP(111–116) con bA(1–16). 

Nombre de la muestra Modo de coordinación identificado g|| A|| (1 ´ 10–4 cm–1) 
Cu2+-PrP(111–116) Modo I 2.242 184 

+ 1.0 equiv bA(1–16) Complejo ternario tipo Modo I 2.248 185 
+ 2.0 equiv bA(1–16) Complejo ternario tipo Modo I 2.248 185 

Cu2+-bA(1–16) Modo I 2.272 179 
Modo II 2.237 157 
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Figura 3.12. Titulación del Modo I del complejo Cu2+-α-His111 con bA(1–16) seguido por CD (a) y ESR 
(b). Los espectros del Modo I de Cu2+-PrP(111–116)  y el complejo Cu2+-bA(1–16) se muestran en color azul 
claro y negro. En (a) las líneas punteadas de color azul claro corresponden a la titulación del complejo Cu2+-
PrP(111–116) con alícuotas de 0.2 en 0.2 equiv hasta 0.8 equiv de bA(1–16). Los espectros de color naranja y 
rojo corresponden a la titulación del complejo Cu2+-PrP(111–116)  con 1.0 y 2.0 equivalentes de bA(1–16). En 
(c) se muestra la derivada de la región perpendicular del espectro de ESR.  
 

Una vez caracterizado el Modo I del complejo Cu2+-PrP(111–116), éste fue titulado con 

pequeñas alícuotas de una solución concentrada de bA(1–16). Como se puede observar en el 

espectro de CD (Figura 3.12a, líneas punteadas azules), la adición consecutiva de 0.2 en 0.2 

equivalentes de bA(1–16) hasta 0.8 equivalentes provoca la disminución gradual de las 

señales asociadas al Modo I (la banda de LMCT imidazol π1 a Cu2+ a 30 606 cm–1  y la banda 

d-d a 14 596 cm–1). Al alcanzar 1.0 y 2.0 equivalentes bA(1–16) en la titulación, la señal a 

30 606 cm–1 prácticamente desaparece y el máximo de la banda d-d se desplaza a mayores 

energías (de 14 596 cm–1 a 14 925 cm–1). En el espectro de ESR, se observa un pequeño 

cambio en el valor g|| de 2.242 a 2.248, así como un aumento en la intensidad de las señales 

asociadas al acoplamiento superhiperfino de nitrógeno. En ningún punto de la titulación se 

observan las señales de CD y ESR correspondientes al complejo Cu2+-bA(1–16). Estos 

resultados revelan que bA(1–16) no puede remover al Cu2+ del sitio α-His111, pero forma 

un complejo ternario α-His111-Cu2+-bA(1–16) con características espectroscópicas similares 

a las del Modo I: una banda de LMCT negativa alrededor de 40 000 cm–1 y una banda d-d 

positiva a baja energía (entre 14 000 y 15 000 cm–1) en el espectro de CD, así como un valor 



	 99	

g||  entre 2.240 y 2.250 en el espectro de ESR. Por lo anterior, en este trabajo se identifica 

esta nueva especie ternaria α-His111-Cu2+-bA(1–16) como complejo ternario tipo Modo I.   

 

B. Competencia por Cu2+ entre el péptido bA(1–16) y el Modo II de Cu2+-α-His111 

El Modo II de Cu2+-α-His111 se formó a partir de una solución 0.5 mM de PrP(111–116), a 

la cual se le agregaron 0.45 mM de Cu2+ para alcanzar una relación estequiométrica 0.8:1.0 

de Cu2+/PrP. Los espectros de CD y ESR Modo II se muestran de color azul oscuro en la 

Figura 3.13. En el espectro de CD (Figura 3.13 a y b) se observan: una banda de LMCT de 

imidazol π2 a Cu2+ en 35 065 cm–1, una banda d-d negativa en 19 600 cm–1 y otra positiva en 

16 985 cm–1.  Por otra parte, en la región paralela del espectro de ESR, se observa una sola 

especie con un valor g|| = 2.261 y A|| = 181 ´ 10–4 cm–1. Los espectros de CD y ESR 

anteriormente descritos son consistentes con los reportados previamente para el Modo II del 

complejo Cu2+-α-His111 (ver Capítulo I: Antecedentes, sección 1.6).144  

 
Figura 3.13. Titulación del Modo II del complejo Cu2+-α-His111 con bA(1–16) seguido por CD (a) y ESR 
(b). Los espectros del Modo II de Cu2+-PrP(111–116) y el complejo Cu2+-bA(1–16) se muestran en color azul oscuro y 
negro. Los espectros correspondientes a la titulación del Modo II con 0.2, 0.6 y 2.0 equivalentes se muestran de color azul 
celeste, naranja y rojo, respectivamente. En (c) se muestra la derivada de la región perpendicular del espectro de ESR.  
 

Después de corroborar la formación del Modo II, éste fue titulado con alícuotas pequeñas de 

una solución concentrada de bA(1–16). La adición de los primeros 0.2 equivalentes de bA(1–

16) provoca cambios drásticos en el espectro de CD: dos de las bandas asociadas al Modo II 

prácticamente desaparecen (la banda LMCT imidazol π2 a Cu2+ en 35 065 cm–1 y la banda 
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d-d negativa a 19 600 cm–1), al mismo tiempo que se aprecia una nueva banda d-d positiva 

en 14 555 cm–1 y tres nuevas bandas de LMCT en 28 277 cm–1, 32 072 cm–1 y 38 542 cm–1. 

Por el contrario, en el espectro de ESR, solo se observan cambios sutiles en la región 

perpendicular; mientras en la región paralela el Modo II continúa siendo la especie 

predominante. Los cambios observados en los espectros de CD y ESR no corresponden con 

la formación del complejo Cu2+-bA(1–16), lo cual sugiere la formación de otro complejo 

ternario α-His111-Cu2+-bA(1–16). En este trabajo nos referimos a esta nueva especie como 

complejo ternario transitorio α-His111-Cu2+-bA(1–16) para distinguirlo del complejo 

ternario tipo Modo I. 

 
Tabla 3.7. Parámetros de ESR de las diferentes muestras analizadas en la titulación del complejo Cu2+-
PrP(111–116) con bA(1–16). 

Nombre de la muestra Modo de coordinación identificado g|| A|| (1 ´ 10–4 cm–1) 

Cu2+-PrP(111–116) Modo II 2.261 181 

+ 1.0 equiv bA(1–16) 

Complejo ternario tipo Modo I 
Cu2+-bA(1–16)  

Cu2+-PrP(111–116)_Modo I 
2.254 186 

+ 2.0 equiv bA(1–16) 

Complejo ternario tipo Modo I 
Cu2+-bA(1–16)  

Cu2+-PrP(111–116)_Modo I 
2.254 186 

Cu2+-bA(1–16) 
Modo I 2.272 179 
Modo II 2.237 157 

 

Tras la adición acumulada de 0.6 equivalentes de bA(1–16), las bandas de LMCT asociadas 

a la formación del complejo ternario transitorio α-His111-Cu2+-bA(1–16) prácticamente 

desaparecen. Sin embargo, la banda d-d positiva observada en 14 555 cm–1 permanece sin 

cambios en intensidad. Curiosamente, esta banda es muy parecida a la del Modo I del 

complejo Cu2+-PrP(111–116) y a la especie ternaria α-His111-Cu2+-bA(1–16) tipo Modo I, 

ambas favorecidas cuando la concentración de Cu2+ disponible es menos de la mitad de la de 

PrP.  En el espectro de ESR se observan una mezcla de especies en la que se pueden 

identificar el las señales del complejo Cu2+-bA(1–16). Sin embargo, los espectros de CD y 

ESR no se pueden reproducir a partir de la suma de los espectros de Cu2+-bA(1–16) y Modo 

II (ver figura 3.13, línea roja punteada). La mejor aproximación de los espectros de 0.6 equiv 

bA(1–16), se obtiene al sumar 47% de espectro de Cu2+-bA(1–16), 18% de Modo I, 23% de 

ternario tipo Modo I y 12% del complejo ternario transitorio. Este análisis indica que al 

aumentar los equivalentes de bA(1–16), ésta logra competir parcialmente por Cu2+ con el 
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Modo II, sin embargo también se favorece la formación del Modo I y en consecuencia la 

formación del complejo ternario tipo Modo I.  

 
Figura 3.14. Titulación del Modo II del complejo Cu2+-α-His111 con 0.6 equiv de bA(1–16) produce una 
mezcla compleja de especies Cu2+-PrP y Cu2+-bA(1–16). Los espectros de CD (a) y ESR (b) del Modo II se 
muestran de color azul oscuro. El espectro de CD del complejo Cu2+-bA(1–16) se agrega para comparación 
(línea continua negra). Las líneas rojas punteadas resultan de sumar los espectros de Modo II y Cu2+-bA(1–16) 
en una proporción 25:75. Las líneas negras punteadas se obtienen de sumar los espectros de los complejos Cu2+-
bA(1–16), Modo I y ternario tipo Modo I en una proporción 47:18:23 para el espectro de ESR y para el espectro 
de CD se agregó además 12% del complejo ternario transitorio. 
 

Finalmente al agregar el segundo equivalente de bA(1–16), las señales de CD asociadas al 

complejo ternario transitorio desaparecen, se observa claramente la banda de LMCT de 

amida desprotonada a Cu2+ correspondiente al complejo Cu2+-bA(1–16), así como las bandas 

asociadas a la mezcla de Modo I y el complejo ternario tipo Modo I. Por otra parte, en el 

espectro de ESR se distinguen al menos dos juegos de señales, uno de baja intensidad que 

podría corresponder al Modo II del complejo Cu2+-bA(1–16) y otro de mayor intensidad con 

un valor g|| = 2.254 y A|| = 186 ´ 10–4 cm–1, en el cual podría co-existir la mezcla de Modo I 

de Cu2+-bA(1–16), Modo I de Cu2+-PrP(111–116) y el complejo ternario tipo Modo I. Tanto 

el espectro de CD como el de ESR se pueden reproducir a partir de la suma de los espectros 

de Cu2+-bA(1–16), complejo ternario tipo Modo I y Modo I de Cu2+-PrP(111–116) en una 

proporción 43:40:17 (Figura 3.15). Estos resultados indican que a bajas concentraciones 

relativas de bA(1–16) se favorece la formación de un complejo ternario transitorio, mientras 

que al incrementarse su concentración, bA(1–16) remueve parte del Cu2+ unido al Modo II 
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de Cu2+-PrP(111–116), favorece la formación del Modo I de Cu2+-PrP(111–116) y en 

consecuencia también favorece la formación del complejo ternario tipo Modo I.  

 
Figura 3.15. Titulación del Modo II del complejo Cu2+-α-His111 con 2.0 equiv de bA(1–16) produce una 
mezcla compleja de especies Cu2+-PrP y Cu2+-bA(1–16). Los espectros de CD (a) y ESR (b) del Modo II se 
muestran de color azul oscuro. El espectro de CD del complejo Cu2+-bA(1–16) se agrega para comparación 
(línea continua negra). Las líneas rojas punteadas resultan de sumar los espectros de Modo II y Cu2+-bA(1–16) 
en una proporción 25:75. Las líneas negras punteadas se obtienen de sumar los espectros de los complejos Cu2+-
bA(1–16), Modo I y ternario tipo Modo I en una proporción 47:18:23 para el espectro de ESR y para el espectro 
de CD se agregó además 12% del el complejo ternario transitorio. 
 

En conjunto los resultados de las titulaciones de los Modo I y II del complejo Cu2+-PrP(111–

116) indican que el efecto bA(1–16) en la coordinación de Cu2+ al sitio de la α-His111 

depende de la relación estequiométrica Cu2+/PrP/bA. En condiciones donde la concentración 

de Cu2+ es menos de la mitad de la de PrP, el bA(1–16) no puede remover al Cu2+ de Modo 

I del complejo Cu2+-PrP(111–116) y forma un complejo ternario α-His111-Cu2+-bA(1–16) 

tipo Modo I. Por otra parte, cuando la concentración de Cu2+ es más de la mitad de la PrP y 

la concentración relativa de bA(1–16) es baja, se favorece la formación del complejo ternario 

transitorio α-His111-Cu2+-bA(1–16). Sin embargo, a mayores concentraciones relativas de 

bA(1–16), ya no se observa el complejo ternario transitorio α-His111-Cu2+-bA(1–16), se  

remueve ~ 40% del Cu2+ unido al Modo II, se favorece la formación del Modo I y el en 

consecuencia la formación del complejo ternario α-His111-Cu2+-bA(1–16) tipo Modo I. 
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Figura 3.16. Efecto de bA(1–16) en la coordinación de Cu2+ al sitio α-H111 
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Análisis de las características espectroscópicas del complejo ternario α-His111-Cu2+-

bA(1–16) tipo Modo I y propuesta de modo de coordinación  

A continuación se analizan con detalle las características espectroscópicas del complejo 

ternario α-His111-Cu2+-bA(1–16) tipo Modo I, a fin de identificar los posibles ligantes que 

participan en la esfera de coordinación. Esta especie ternaria comparte algunas características 

con el Modo I del complejo Cu2+-PrP(111–116). Ambos complejos tienen bandas d-d 

positivas a bajas energías (entre 14 000–15 000 cm–1) ver Figura 3.17a, lo cual indica un 

desdoblamiento energético similar de los orbitales d del metal y sugiere modos de 

coordinación similares. Por otra parte, en los espectros de ESR, tanto el Modo I como el 

complejo ternario tipo Modo I presentan valores g|| entre 2.240 y 2.250 y A|| alrededor de 180 

´ 10–4 cm–1, cuya interpolación en la correlación de Peisach y Blumberg sugiere un modo de 

coordinación rico en nitrógenos (Ver Figura 3.18). Además, en la región perpendicular de 

los espectros de ESR, estas dos especies presentan señales claramente asociadas al 

acoplamiento superhiperfino de tres o cuatro átomos de nitrógeno (ver Figura 3.18). En 

conjunto, tanto los espectros CD como los de ESR sugieren que la especie ternaria α-His111-

Cu2+-bA(1–16) tipo Modo I tiene un modo de coordinación que involucra tres o cuatro 

átomos de nitrógenos y es similar al del Modo I del complejo Cu2+-PrP(111–116).  

 

De acuerdo con estudios previos, el Modo I está formado por un átomo de Cu2+ coordinado 

a dos moléculas de PrP(111–116), donde cada una de estas contribuye con un grupo NH2 

libre y un residuo de His, dando lugar a un modo de coordinación tipo histamina (ver Figura 

3.17b).144 Esta propuesta de modo de coordinación es consistente con lo observado en el 

espectro de CD del Modo I, donde la participación de grupos NH2 en la esfera de 

coordinación queda evidenciada por la presencia de la banda negativa de LMCT de NH2 a 

Cu2+ en 40 000 cm–1 y la participación de los residuos de His queda de manifiesto por la 

presencia de una banda negativa de LMCT de imidazol π1 a Cu2+ observada en 30 606 cm–1 

(ver Figura 3.17a). El espectro de CD del complejo ternario tipo Modo I también presenta la 

banda negativa de LMCT de NH2 a Cu2+ en 40 000 cm–1, lo cual sugiere la participación de 

los grupos NH2 provenientes de los péptidos PrP(111–116) y bA(1–16) (ver Figura 3.17a). 

Por otra parte, aunque el espectro de CD del complejo ternario tipo Modo I se caracteriza por 

la ausencia de la banda de LMCT de imidazol π1 a Cu2+, esto no descarta la participación de 
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residuos de His en la esfera de coordinación, ya que en el complejo ternario los residuos de 

His disponibles provienen de péptidos diferentes y por lo tanto podrían tener un efecto Cotton 

con signos opuestos, dando como resultado una señal cercana a cero. Lo anterior coincide 

con lo observado en los complejos individuales Cu2+-PrP(111–116) y Cu2+-bA(1–16), donde 

la banda de LMCT de imidazol π1 a Cu2+ del complejo Cu2+-PrP(111–116) tiene un efecto 

Cotton negativo, mientras la misma banda en el complejo Cu2+-bA(1–16) es positiva. En 

general, las señales observadas en el espectro de CD del complejo α-His111-Cu2+-bA(1–16) 

tipo Modo I son congruentes con un modo de coordinación tipo “Histamina”, donde 

participan dos grupos NH2 y dos residuos de His provenientes de PrP(111–116) y bA(1–16) 

(ver Figura 3.17c). Además, la formación de este complejo ternario α-His111-Cu2+-bA(1–

16) podría estar favorecida por la participación del Asp-1 del péptido bA(1–16) como ligante 

axial. 

 

 
Figura 3.17. Comparación de los espectros de CD de Modo I del complejo Cu2+-PrP(111–116) y el 
complejo ternario α-H111-Cu2+-βA(1–16) (a) y sus propuestas de los modos de coordinación (b-c).    
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Figura 3.18. Comparación del Modo I del complejo Cu2+-PrP(111–116) y el complejo ternario α-H111-
Cu2+-βA(1–16): espectros de ESR (a), su derivada (b) y la correlación de Peisach and Blumberg (c).  
 

 
Figura 3.19. Simulaciones de los espectros de ESR del Modo I del complejo Cu2+-α-H111 (a) y el complejo 
ternario tipo Modo I (c), así como su derivada (b y d).  
 

Los modos de coordinación tipo histamina propuestos para el Modo I del complejo Cu2+-

PrP(111–116) y para la especie ternaria α-His111-Cu2+-bA(1–16) tipo Modo I también son 

soportados por los resultados de la simulación de los espectros de ESR (ver Figura 3.19). En 

estas simulaciones del Modo I se consideró un átomo de Cu2+ coordinado por dos pares de 

nitrógenos magnéticamente equivalentes: un par con NAiso = 45 MHz asignado a dos ligantes 

de His en orientación trans, y otro con un NAiso = 28 MHz correspondiente a dos grupos de 
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NH2 en orientación trans. Estos parámetros de ESR son consistentes con la participación de 

dos grupos NH2 idénticos y dos residuos de His de las mismas características provenientes 

de dos moléculas de PrP(111–116). Por otra parte, el espectro de ESR del complejo ternario 

α-His111-Cu2+-bA(1–16) tipo Modo I se simuló considerando un átomo de Cu2+ coordinado 

por cuatro nitrógenos magnéticamente diferentes: dos de ellos con un NAiso de  40 y 43 MHz 

correspondientes a dos ligantes de His en orientación trans y otros dos con NAiso de 34 y 37 

MHz asignados a dos grupos NH2. Este acoplamiento de nitrógeno menos simétrico es 

congruente con la participación de dos péptidos diferentes en el modo tipo histamina y 

reproduce las diferencias sutiles en los espectros de ESR del Modo I y el complejo ternario 

tipo Modo I (ver Figura 3.19). En conclusión, el análisis detallado de los espectros de CD y 

ESR del Modo I y el complejo ternario tipo Modo I soporta las propuestas de modos de 

coordinación mostradas en la Figura 3.17.  

 
Tabla 3.8. Parámetros de ESR utilizados en las simulaciones del Modo I y el complejo ternario tipo 
Modo I. 

 Modo I Complejo ternario 
tipo Modo I 

gx 2.044 2.044 
gy 2.068 2.068 
gz 2.242 2.248 
Ax 27 20 
Ay 27 27 
Az 551 553 

N(Im)   
Ax 45 45 
Ay 44.5 42 
Az 44.5 42 
Aiso 45 43 
N(Im)   
Ax 45 41 
Ay 44.5 40 
Az 44.5 40 
Aiso 45 40 

N(NH2)   
Ax 25 37 
Ay 35 38 
Az 25 37 
Aiso 28 37 

N(NH2)   
Ax 25 33 
Ay 35 35 
Az 25 33 
Aiso 28 34 
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Análisis de las características espectroscópicas del complejo ternario transitorio α-H111-

Cu2+-bA(1–16) y propuesta de modo de coordinación 

A continuación se analizan con detalle las características espectroscópicas del complejo 

ternario transitorio α-H111-Cu2+-bA(1–16), a fin de identificar los posibles ligantes que 

participan en la esfera de coordinación. Esta nueva especie se observó al titular el Modo II 

del complejo Cu2+-PrP(111–116) con 0.2 equivalentes de bA(1–16). Curiosamente, la 

adición de mayores cantidades de bA(1–16) no promueve la formación de esta especie 

ternaria, de forma similar a lo observado con el complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16). La 

formación del complejo ternario transitorio α-H111-Cu2+-bA(1–16) provoca cambios 

drásticos en el espectro de CD, pero no en el de ESR (ver Figura 3.20). Esto se puede atribuir 

a que la intensidad de las señales de ESR únicamente depende de la concentración de los 

diferentes complejos de Cu2+, por lo que el complejo ternario transitorio al encontrarse en 

una baja concentración relativa no exhibe señales de ESR lo suficiente intensas para 

distinguirlas del Modo II. Por el contrario, la intensidad de la señal de CD depende tanto de 

la concentración del complejo metal-péptido como de la quiralidad de éste, lo cual sugiere 

que el complejo ternario transitorio a pesar de su baja abundancia exhibe señales intensas de 

CD debido a su quiralidad.  

 

El espectro de CD del complejo ternario transitorio α-H111-Cu2+-bA(1–16) se obtuvo al 

sustraer las señales de CD asociadas a la cantidad residual de Modo II del espectro de la 

muestra de 0.2 equivalentes de bA(1–16) (ver Figura 3.20). Las señales de CD resultantes 

corresponden al mismo tipo de bandas asignadas al complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16): 

una banda de LMCT de amida desprotonada a Cu2+ en 32 600 cm–1 y una banda positiva de 

imidazol π1 a Cu2+ en 28 600 cm–1 (ver Figura 3.21a). Por lo anterior, se propone para el 

complejo ternario transitorio α-H111-Cu2+-bA(1–16) un modo de coordinación que implica 

residuos un residuo de His, una amida desprotonada y un grupo NH2, donde los residuos de 

His como la amida desprotonada pueden provenir de bA(1–16) y PrP(111–116). En este caso, 

a diferencia de lo observado en la región OR, las amidas desprotonadas disponibles en ambos 

péptidos están rodeadas de los residuos cuyas cadenas laterales son voluminosas, por lo que 
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el efecto Cotton no nos permite discernir el origen de la amida desprotonada que participa en 

la esfera de coordinación, las dos propuestas se muestran en la Figura 3.21b.  

 
Figura 3.20. La titulación del Modo II del complejo Cu2+-PrP(111–116) con 0.2 equiv de bA(1–16) forma 
un complejo ternario transitorio. El espectro del Modo II se muestra de color azul oscuro y el espectro que 
resulta de la adición de 0.2 equiv de bA(1–16) se muestra de color azul celeste. El espectro de color rojo se 
obtiene de restar las señales correspondientes al Modo II remanente del espectro de azul celeste. Las flechas de 
color rojo indican las señales asignadas al complejo ternario transitorio.  
 

 
Figura 3.21. Comparación de los complejos ternarios OR4-Cu2+-bA(1–16) y el complejo ternario 
transitorio α-H111-Cu2+-bA(1–16) en (a) y propuestas de modo de coordinación para el complejo ternario 
transitorio α-H111-Cu2+-bA(1–16) en (b). 
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En general, los resultados presentados nos permiten concluir que el efecto del péptido bA(1–

16) en la coordinación de Cu2+ a la PrP (sección 3.1) y al fragmento C1 resultado del corte 

proteolítico α de la PrP (sección 3.2) es pleomorfico y sitio-específico. En la región OR el 

efecto de bA(1–16) depende de la concentración relativa Cu2+/PrP, cuando la concentración 

de Cu es menor que la de PrP, bA(1–16) no puede remover de manera efectiva el Cu2+ del 

componente 3 o modo de baja ocupación (ver Figura 3.22a). En cambio, cuando la 

concentración relativa de Cu2+/PrP favorece los modos de alta ocupación,  bA(1–16) forma 

un complejo ternario OR4-Cu2+-bA(1–16) con el componente 1, remueve el Cu2+ del 

componente 2 y favorece la formación del componente 3, aún cuando éste no está favorecido 

por la relación estequiométrica Cu2+/PrP (ver Figura 3.22b). Por el contrario, bA(1–16) 

remueve completamente el Cu2+ de los sitios de His96 e His111 sin evidencia de formación 

de complejos (ver Figura 3.22c).  

 

Finalmente, el efecto de bA(1–16) en la unión a Cu2+ en el sitio de la α-H111 depende no 

solo de concentración relativa Cu2+/PrP, sino también de la cantidad de bA. En una relación 

Cu2+/PrP que favorece el Modo I del complejo Cu2+-PrP(111–116), bA(1–16) no puede 

remover al Cu2+, pero forma un complejo ternario α-H111-Cu2+-bA(1–16) (ver Figura 

3.22d). Sin embargo, cuando la relación estequiométrica Cu2+/PrP favorece el Modo II se 

observan diferentes efectos dependiendo de la concentración relativa de bA, con cantidades 

de bA(1–16) bajas se forma un complejo ternario transitorio α-H111-Cu2+-bA(1–16); 

mientras que, al agregar más bA(1–16), ésta remueve el Cu2+ del Modo II sin evidencia de 

formación del complejo ternario transitorio α-H111-Cu2+-bA(1–16), al mismo tiempo se 

favorece la formación del Modo I y en consecuencia del complejo ternario tipo Modo I (ver 

Figura 3.22e) 
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Figura 3.22. Efecto de bA(1–16) en la coordinación de Cu2+ a la PrP (a) y el fragmento PrPC1 resultado 
del corte proteolítico α (b). 
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3.3. Reactividad de óxido nítrico con los complejos Cu2+-PrP formados en la región 

del non-octarepeat de la proteína prion 

Como se describió en la sección 1.8 (Capítulo I: Antecedentes), en estudios previos se evaluó 

la reactividad de la región octarepeat (componentes 1 y 2) frente al óxido nítrico (NO•). En 

este trabajo nos enfocamos en la evaluación de la reactividad de los complejos Cu2+-His96 y 

Cu2+-His111 con NO•, a fin de determinar su capacidad para catalizar la formación del ión 

nitrosonio (NO+) a expensas de la reducción de Cu2+ a Cu+ (ver reacción 3.1) y compararla 

con la previamente reportada para región OR. Para esto, se utilizaron como fuente de NO• 

los mismos compuestos utilizados en estudios previos: NOC-12 (donador lento de NO•) y 

NOC-9 (donador rápido de NO•). Estos compuestos tienen de un grupo ONNO estabilizado 

por una diamina, por lo que cada molécula de NOC-12 o NOC-9 libera dos moléculas de 

NO• y una molécula de la diamina correspondiente. Dietilendiamina (DEDA) en el caso de 

NOC-12 y dimetilhexadiamina (DMHDA) en el caso de NOC-9 (ver Figura 3.23 a-b). 

Desafortunadamente las diaminas poseen átomos de nitrógeno con pares de electrones 

disponibles para coordinar Cu2+ (ver Figura 3.23 b-c). Por esta razón, además de evaluar la 

cinética de reducción de los complejos Cu2+-PrP(92–99) (B) y Cu2+-PrP(106–115) (C-D) en 

presencia de los donadores de NO•, también se evaluó si NOC-12 y NOC-9 generan especies 

capaces de coordinar Cu2+ en las condiciones de trabajo (A). 

 

                                     ..                                                          …(reacción 3.1) 

 

3.3.1. Complejos de Cu2+ formados a partir de NOC-12 y NOC-9 bajo las condiciones 

de trabajo.  

La formación de complejos de Cu2+ durante la liberación de NO• se evaluó utilizando una 

solución de Cu2+, a la cual se le agregó una alícuota de NOC-12/ NOC-9 en condiciones 

anaerobias. Como se observa en la Figura 3.24, los espectros de absorción electrónica de 

ambas soluciones, NOC-12 y NOC-9, presentan bandas d-d entre 500–900 nm. En el caso de 

NOC-12, se observa una banda d-d en 643 nm, cuya la intensidad se incrementa en función 

del tiempo (ver Figura 3.24a), lo cual es congruente con la formación del complejo Cu2+-

DEDA durante la liberación de NO•. Por otra parte, en el espectro de absorción electrónica 

del NOC-9, se observan al menos tres bandas d-d, cuyos máximos de absorción se ubican en 
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708, 763 y 873 nm, las cuales podrían corresponder a diferentes arreglos del complejo Cu2+-

DMHDA (ver Figura 3.24b). En general, estos resultados indican que al evaluar la 

reactividad de los complejos Cu2+-PrP en presencia de NOC-12 y NOC-9 es necesario 

considerar la posible formación de los complejos Cu2+-DEDA y Cu2+-DMHDA.  

 

 
Figura 3.23 Liberación de óxido nítrico a partir de NOC-12 y NOC-9 en solución (a-b) y posibles 
complejos de Cu2+ formados con las diaminas derivadas de NOC-12 y NOC-9 (c-d). 
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Figura 3.24. Espectros de absorción electrónica de los complejos de Cu2+ formados durante la liberación 
de óxido nítrico a partir de NOC-12 (a) y NOC-9 (b).  
 

3.3.2. Reactividad del complejo Cu2+-His96 frente al óxido nítrico  

La capacidad del complejo Cu2+-His96 para reducir Cu2+ a Cu+ en presencia de NO• se evaluó 

a partir de los cambios observados en el espectro de absorción electrónica durante la reacción 

del Cu2+-PrP(92–99) con 1.5 equivalentes de NOC-12 en condiciones anaeróbicas. La 

primera lectura del espectro de absorción electrónica después de la adición de NOC-12 se 

muestra de color rojo en la Figura 3.25a. En ésta se puede observar una banda d-d con un 

máximo de absorción en 580 nm, en la cual se traslapan las bandas d-d de los Modos I y II 

del complejo Cu2+-PrP(92–99). Durante las primeras dos horas de reacción, la intensidad de 

la banda d-d disminuye de forma gradual (Figura 3.25 espectros de color azul y amarillo); 

sin embargo, al mismo tiempo se observa un ensanchamiento de dicha banda hacía mayores 

longitudes de onda, lo cual desplaza el máximo de absorción a 620 nm y sugieren la 

formación del complejo Cu2+-DEDA. Considerando que la relación estequiométrica 

Cu2+:PrP es 1:1, la formación del complejo Cu2+-DEDA indica que la dietilendiamina 

(DEDA) puede remover al Cu2+ del complejo Cu2+-PrP(92–99). A fin de discernir entre los 

cambios del espectro de absorción electrónica asociados a la disminución del concentración 

del complejo Cu2+-PrP(92–99) y aquellos debidos a la formación del complejo Cu2+-DEDA, 

se graficó la absorbancia a 510 nm en función del tiempo (Figura 3.25b), ya que a esta 

longitud de onda la absorción del complejo Cu2+-DEDA es igual a cero. En la Figura 3.25b 
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se observa como durante las primeras dos horas de reacción disminuye la intensidad de la 

señal a 510 nm en un 37%. Desafortunadamente, en este caso en particular, la disminución 

de la intensidad de la banda d-d podría estar asociada tanto a la reducción de Cu2+ a Cu+ 

como a la formación del complejo Cu2+-DEDA. Por lo cual, no podemos precisar la cantidad 

del complejo Cu2+-PrP(92–99) que se redujo a  Cu+-PrP(92–99) en presencia de NO•.  

 

 
Figura 3.25. Espectros de absorción electrónica (a) y cambios en la absorbancia a 510 nm en función del 
tiempo (b) durante la reacción del complejo Cu2+-PrP(92–99) con NOC-12 en condiciones anaeróbicas. 
En (a) se agrega el espectro del complejo Cu2+-DEDA como control (línea color verde).   
 

Después de dos horas de reacción la intensidad de la banda d-d se incrementa de forma 

progresiva (ver Figura 3.26a), esto se puede asociar a la re-oxidación del complejo Cu2+-

PrP(92–99). Es importante destacar, que al iniciar la lectura de los espectros de absorción 

electrónica se suspendió el flujo de nitrógeno gas, por lo que resulta inevitable la difusión de 

pequeñas cantidades de oxígeno a través de la celda conforme pasa el tiempo, lo cual en este 

caso da como resultado la re-oxidación del complejo Cu+-PrP(92–99). Después de 9 h, se 

recupera aproximadamente el 23% de la señal a 510 nm, este resultado sugiere que al menos 

23% del complejo Cu2+ unido al péptido PrP(92–99) inicialmente se redujo a Cu+ y 

posteriormente se re-oxidó.  En general podemos concluir que el sitio de His96 es capaz de 

reducir Cu2+ a Cu+ en presencia de óxido nítrico.  
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Figura 3.26. Espectros de absorción electrónica (a) y cambios en la absorbancia a 510 nm (b) durante la 
reacción del complejo Cu2+-PrP(92–99) con NOC-12 (de 2 a 9 horas de reacción). En (a) se agrega el 
espectro del complejo Cu2+-DEDA como control (línea color verde).   
 

3.3.3. Reactividad del complejo Cu2+-His111 frente al óxido nítrico.  

La capacidad del complejo Cu2+-His111 para reducir Cu2+ a Cu+ en presencia de NO• se 

evaluó a partir de los cambios observados espectro de absorción electrónica durante la 

reacción del Cu2+-PrP(106–115) con 1.5 equivalentes de NOC-12 en condiciones anaerobias. 

En la Figura 3.26a se muestra de color rojo la primera lectura del espectro de absorción 

electrónica después de la adición de NOC-12, donde claramente se observa una banda d-d 

con un máximo a 587 nm, la cual está asociada a la mezcla de los Modos I y II del complejo 

PrP(106–115). Durante las primeras 3 h de reacción, se aprecia la disminución continua de 

la intensidad de la banda d-d. A diferencia de lo observado con el modelo del sitio de His96, 

no se aprecian cambios asociados a la formación del complejo Cu2+-DEDA. Esto sugiere que 

la dietildiamina producida a partir del NOC-12 no remueve de forma significativa el Cu2+ 

unido al péptido PrP(106–115) y es consistente con los reportes previos que indican que el 

sitio de His111 es más afín por Cu2+ en comparación con el sitio de His96. Durante las 

primeras 2 h de reacción, la intensidad de la banda d-d del complejo Cu2+-PrP(106–115) 

disminuye entre  80% y 90%, indicando que la mayor parte del Cu2+ unido al péptido 

PrP(106–115) se redujo a Cu+. Después de la tercera hora de reacción, se observa un 

incremento en la intensidad de la banda d-d asociada al complejo Cu2+-PrP(106–115), 

evidenciando la re-oxidación de Cu+ unido al péptido PrP(106–115). En general estos 
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resultados indican que el sitio de His111 puede reducir Cu2+ a Cu+ de forma reversible en 

presencia de óxido nítrico y con mayor eficiencia en comparación con el sitio de His96.  

 

 
Figura 3.27. Espectros de absorción electrónica (a) y cambios en la absorbancia a 510 y 587 nm en función 
del tiempo (b) durante la reacción del complejo Cu2+-PrP(106–115) con NOC-12 en condiciones 
anaeróbicas. En (a) se agrega el espectro del complejo Cu2+-DEDA como control (línea color verde).   
 

 

 
Figura 3.28. Espectros de absorción electrónica (a) y cambios en la absorbancia a 510 nm (b) durante la 
reacción del complejo Cu2+-PrP(106–115) con NOC-12 (de 3 a 9 horas de reacción). En (a) se agrega el 
espectro del complejo Cu2+-DEDA como control (línea color verde).   
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Aunque el NOC-12 fue particularmente útil para comparar la reactividad de los sitios His96 

e His111, la liberación lenta de NO• a partir de este compuesto (t1/2 = 4.5 h) es una limitante 

para visualizar la rapidez de la reacción entre los complejos Cu2+-PrP y NO•. Por lo anterior, 

se evaluó la capacidad del sitio de His111 para reducir Cu2+ a Cu+ en presencia de un donador 

rápido de NO• (NOC-9), cuyo tiempo de vida media es de aproximadamente 3 min. La 

cinética de reducción del complejo Cu2+-PrP(106–115) en presencia de NOC-9 se muestra 

en la Figura 3.29. En ésta se observa claramente como la banda d-d asociada al complejo 

Cu2+-PrP(106–115) prácticamente desaparece en menos de aproximadamente 1 min, lo cual 

sugiere que esta reacción ocurre en el orden de segundos o fracciones de segundo. Es 

importante resaltar que para obtener más información de la cinética de esta reacción se 

requiere el uso de un sistema automatizado de mezclado (stopped-flow) y una fuente directa 

de NO•. 

 

 
Figura 3.29. Espectros de absorción electrónica (a) y cambios en la absorbancia a 565 nm en función del 
tiempo (b), durante la reacción del complejo Cu2+-PrP(106–115) con NOC-12, en condiciones 
anaeróbicas. En (a) se agrega como control el espectro del complejo Cu2+-DMHDA (línea color verde).   
 

Papel de las metioninas 109 y 112 en la capacidad del complejo Cu2+-PrP(106–115) para 

reducir Cu2+ a Cu+ en presencia de óxido nítrico.  

Las diferencias en la eficiencia de los sitios de His96 e His111 para reducir Cu2+ a Cu+ en 

presencia de NO• podrían explicarse por la presencia de dos residuos de Met alrededor del 
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sitio de His111, los cuales no están presentes en el sitio de His96. Estos residuos de Met 

participan en la coordinación de Cu+ al sitio de His111 y tienen un impacto importante en la 

rapidez con la que los complejos Cu2+-His111 reducen el Cu2+ a Cu+ en presencia de ácido 

ascórbico. Por lo anterior, en este trabajo se sintetizó el péptido 106KTNIKHIAGA115 donde 

los residuos de Met de las posiciones 109 y 112 fueron sustituidos por Ile y se evaluó la 

capacidad de los complejos Cu2+-PrP(106–115) Met/Ile para reducir Cu2+ a Cu+ en presencia 

de NOC-12 (ver Figura 3.28).   

 

 
Figura 3.30. Espectros de absorción electrónica (a) y cambios en la absorbancia a 510 y 565 nm en función 
del tiempo (b) durante la reacción del complejo Cu2+-PrP(106–115) Met/Ile con NOC-12 en condiciones 
anaeróbicas. En (a) se agrega el espectro del complejo Cu2+-DEDA como control (línea color verde).   
 

En la primer lectura claramente se aprecia la banda d-d del complejo PrP(106–115) con un 

máximo de absorbancia en 565 nm (Figura 3.30, espectro rojo). Durante las primeras dos 

horas de reacción, la intensidad de esta banda d-d disminuye en aproximadamente un 55%, 

esto sugiere que la ausencia de los residuos de Met impacta negativamente la eficiencia con 

la que el sitio His111 reduce Cu2+ a Cu+ en presencia de NO•. Después de 2 h de reacción, se 

incrementa gradualmente la intensidad de la banda d-d del complejo Cu2+-PrP(106–115), lo 

cual se puede asociar a la re-oxidación de Cu+ a Cu2+. En general estos resultados nos 

permiten concluir que los residuos de Met ubicados alrededor del sitio de His111 facilitan la 

reducción de Cu2+ a Cu+ en presencia de NO•. 
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Figura 3.31. Espectros de absorción electrónica (a) y cambios en la absorbancia a 510 nm (b) durante la 
reacción del complejo Cu2+-PrP(106–115) Met/Ile con NOC-12 (de 3 a 9 horas de reacción). En (a) se 
agrega como control el espectro del complejo Cu2+-DEDA (línea color verde).   
 

En conjunto estos resultados indican que el sitio más eficiente para catalizar la reducción de 

Cu2+ a Cu+ de la región non-octarepeat es el sitio de His111, lo cual lo hace un candidato 

potencial para participar en reacciones de S-nitrosilación. La alta eficiencia de este sitio se 

puede asociar por lo menos en parte a los residuos de Met ubicados en las posiciones 109 y 

112.    

 

3.4. Reactividad de óxido nítrico con el complejo Cu2+-PrP formado en el sitio de la α-

His111 generado tras el procesamiento de la proteína prion por la α-secretasa 

El sitio de la His111 es el más afectado por corte proteolítico de la PrP por las α-secretasas, 

ya que los residuos cuyas amidas desprotonadas completan la esfera de coordinación del 

complejo Cu2+-His111 son escindidos, entre ellos el residuo de Met109. En estudios previos 

se demostró que la coordinación de Cu2+ al sitio de la α-His111 exhibe características 

espectroscópicas diferentes en comparación con el sitio His111.144 Aunque el impacto de la 

coordinación Cu+ no se ha estudiado, es de esperarse que la ausencia del residuo de Met109 

afecte tanto la coordinación como la reactividad del complejo Cu2+-α-His111. En este trabajo 

se evaluó la capacidad del sitio de la α-His111 para reducir Cu2+ a Cu+ en presencia de NO•, 

a partir de los cambios observados espectro de absorción electrónica durante la reacción del 

complejo Cu2+-PrP(111–116) con 1.5 equivalentes de NOC-12 en condiciones anaerobias. 
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En la Figura 3.32a se muestra de color rojo la primera lectura del espectro de absorción 

electrónica después de la adición de NOC-12, donde claramente se observa una banda d-d 

con un máximo a 635 nm, ésta corresponde al Modo II del complejo PrP(111–116). Después 

de 2 h de reacción, no se observan cambios importantes en el espectro de absorción 

electrónica, lo cual contrasta con lo observado en el sitio de la His111. Estos resultados 

sugieren que los cambios que sufre el sitio de la His111 después del corte proteolítico α 

impactan de manera importante su capacidad para reducir Cu2+ a Cu+ en presencia de óxido 

nítrico.  

   

 
Figura 3.32. Espectros de absorción electrónica durante la reacción del Modo II del complejo Cu2+-
PrP(111–116) con NOC-12 en condiciones anaeróbicas. El espectro del complejo Cu2+-DEDA se incluye 
como control (línea color verde).   
 

En conjunto, los resultados de los ensayos de reactividad de los complejos Cu2+-PrP(92–99), 

Cu2+-PrP(106–115) y Cu2+-PrP(111–116) con NO• indican que el sitio que reduce Cu2+ a Cu+ 

con mayor eficiencia es el de la His111. Esta eficiencia se ve disminuida al sustituir los 

residuos de Met en las posiciones 106 y 112 por Ile y por los cambios que sufre el sitio de 

His111 después de la escisión α.   

 

Finalmente, al integrar todos los resultados obtenidos en esta Tesis se puede concluir que 

tanto  la reactividad de los complejos Cu2+-PrP con NO• como el efecto del bA sobre la 

coordinacion de Cu2+ a la PrP son sitio-específicos y dependen de la relación estequiométrica 

Cu2+/PrP.  En la Figura 3.33 se presenta un resumen de los obtenidos los resultados obtenidos 
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para los sitios de unión presentes en la PrP (Figura 3.33a) y para el sitio α-His111 (Figura 

3.33b).   

 

Para los sitios de unión a Cu2+ presentes en la region OR de la PrP, el efecto del bA depende 

de la relación estequiométrica. Cuando la concentración de Cu2+ es igual o menor a la 

concetración de la PrP (Figura 3.33a.i), el bA remueve solo el 30% del Cu2+ unido a la región 

OR (componente 3); mientras que,  a  concentraciones de Cu2+ mayores a las de PrP (Ver 

Figura 3.33a.ii), el bA puede quitar hasta el 60% del Cu2+ unido a la región OR (componentes 

1 y 2), forma un complejo ternario OR-Cu2+-bA y favorece el modo de coordinación de 

mayor afinidad en la región OR (componente 3). Aunque en este trabajo no se evaluó la 

reactividad de NO• con modelos que reproducen los modos de alta ocupación de la región 

OR (componentes 1 y 2), en estudios previos se demostró que el componente 1 puede reducir 

Cu2+ a Cu+ en presencia de NO•, pero no el componente 2 (Ver Figura 3.33a.ii). Contrario a 

lo observado en la región OR, el bA remueve todo el Cu2+ unido a los sitios de His96 (Ver 

Figura 3.33a.iii) e His111 (Ver Figura 3.33a.iv). En cuando a la reactividad frente al NO•, 

los resultados de este estudio indican que el sitio de la His111 es más reactivo que el de His96  

(Ver Figura 3.33a.iv). Esta diferencia en reactividades se deben en parte a la presencia de los 

residuos de Met 109 y Met112 en el sitio sitio de His111, ya que la mutación de estos residuos 

a Ile retrasa la cinética de reducción de Cu2+ a Cu+. 

 

Al igual que en la región OR, para el sitio de la α-His111, el efecto del bA depende de la 

relación estequiométrica Cu2+/PrP. Cuando la concentración de Cu2+ es mucho menor que la 

de PrP (relación Cu2+/PrP, 1:4), el bA no puede remover al Cu2+ del Modo I del complejo 

Cu2+-α-H111 y forma el complejo ternario tipo Modo I (Ver Figura 3.33b.i). Por otra parte, 

cuando la concentración de Cu2+ es cercana a la de PrP (estequiométria 1:1), el efecto del bA 

dependiende de la concentración relativa del bA. La adición de cantidades pequeñas de bA 

induce la formación de un complejo ternario transitorio α-H111-Cu2+-bA; mientras que, al 

agregar más bA, ésta remueve el Cu2+ del Modo II, favorece la formación del Modo I y en 

consecuencia del complejo ternario tipo Modo I (Ver Figura 3.33b.i). Contrario a lo 

observado con el sitio de la His111, el Modo II del complejo Cu2+-α-H111 no reacciona con 
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NO•, sugieriendo que la escisión α de la PrP podría afectar significativamente la reactividad 

del sitio de His111.  

 

 
Figura 3.33. Efecto de βA y óxido nítrico en la coordinación de Cu2+ a la PrP (a) y con el sitio de la α-
His111 presente en el fragmento PrPC1 (b). 
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CAPÍTULO IV. DISCUSIÓN  

El cobre es el tercer metal del bloque d más abundante en el cerebro, después de zinc y 

hierro.259 Además de ser un importante cofactor enzimático, el cobre intracelular se moviliza 

durante la transmisión sináptica y se libera al espacio extracelular después de la activación 

de los receptores NMDA.205 Aunque existen varías proteínas que se expresan en el SNC y 

pueden unir cobre, la ablación del gen que codifica para la PrPC reduce en más del 80% la 

cantidad de este metal presente en membranas y sinaptosomas, lo cual indica que la PrPC es 

la principal proteína que une cobre en las sinapsis.260 Tanto la PrPC como el Cu2+ participan 

en dos mecanismos que modulan la actividad de los receptores NMDA: 1) La formación del 

complejo PrPC-NMDAR y 2) La S-nitrosilación del NMDAR.18, 48 A pesar de que en 

condiciones fisiológicas la PrPC es la principal proteína que une cobre en las sinapsis, la 

expresión/producción de otras metaloproteínas como la APP y el péptido bA se ve 

incrementada en algunos desordentes neurodegenerativos, como la EA.261 Por lo que, en estas 

patologías, la acumulación del bA podría afectar los procesos celulares donde participan la 

PrPC y el Cu2+, tales como la S-nitrosilación de los receptores NMDA.18, 48 Dado que la 

reactividad y la afinidad de los complejos Cu2+-PrP está directamente asociada con su modo 

de coordinación (Ver Capítulo I: Antecedentes, sección 1.3.2A), es de gran importancia 

caracterizar qué ocurre con la coordinación de Cu2+ a la PrP en presencia del bA y cómo la 

química de coordinación de los complejos Cu2+-PrP determina su capacidad para catalizar 

reacciones como la S-nitrosilación.  

 

En este trabajo, se evaluó la reactividad de los complejos Cu2+-PrP con NO• y el efecto del 

bA(1–16) sobre la coordinación de Cu2+ a la PrP, con la finalidad de contribuir al 

entendimiento del papel del Cu2+ y de estas metaloproteínas en la EA. Los resultados 

obtenidos indican que el NO• reacciona con los complejos Cu2+-PrP de manera sitio-

específica, siendo el sitio de la His111 el más reactivo. Por otra parte, el efecto del bA en la 

coordinación de Cu2+ a la PrP también es sitio-específico e involucra al menos tres 

mecanismos: 1) La remoción del metal de los complejos Cu2+-PrP, 2) La formación de 

complejos ternarios bA-Cu2+-PrP, y 3) La alteración de los equilibrios entre los diferentes 
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modos de coordinacion de los complejos Cu2+-PrP.  A lo largo de este capítulo se discuten 

estos hallazgos y sus posibles implicaciones funcionales.   

 

4.1. Implicaciones funcionales del efecto del péptido bA en la unión de Cu2+ a la PrP y 
la reactividad de óxido nítrico con los complejos Cu2+-PrP 

Aunque en ningún estudio se ha logrado vincular una función de la PrPC con un modo de 

coordinación Cu2+-PrPC, recientemente se demostró que la unión de Cu2+ puede inducir un 

cambio conformacional en la PrPC asociado con la función y toxicidad de esta proteína.141, 

262 Es importante recordar que la PrPC está formada por dos dominios: el N-terminal—

caracterizado por la ausencia de estructura secundaria y donde se localizan los sitios de unión 

a Cu2+—y el C-terminal formado por tres hélices α y dos hojas β.97 La unión de Cu2+ a la 

región OR promueve la interacción entre el dominio N- y C-terminal (conformación cis), al 

formar un complejo multi-His, donde participan tres residuos de His de la región OR y una 

His(139/176) del dominio C-terminal (Ver Figura 4.1) 141, 262 Este complejo multi-His es 

espectroscópicamente idéntico al modo de baja ocupación de la región OR o componente 

3.141 Estudios funcionales indican que la disminución o inhibición de la conformación cis de 

la PrPC es tóxica para las células en cultivo.263 Por lo que, se ha propuesto que el N-terminal 

de la PrPC contiene un “efector tóxico” que solo está disponible cuando la PrPC se encuentra 

en conformación trans y se neutraliza cuando la proteína adopta la conformación cis (Ver 

Figura 4.1).263 Aunque en esta Tesis se evaluó el efecto del péptido bA sobre la coordinación 

de Cu2+ a la PrP en cada sitio/región de la PrP de manera individual, es importante recordar 

que la región OR y non-OR (sitios de His96 e His111) están presentes de manera simultánea 

en la PrPC. Por lo que, para identificar las posibles implicaciones funcionales de los 

resultados derivados de este trabajo, es necesario analizar los escenarios de la PrPC donde los 

complejos estudiados son relevantes (Ver Figura 4.2).  

 

En el escenario I.A (Figura 4.2), la PrPC forma el complejo multi-His que estabiliza la 

conformación cis de la PrPC, reproduciendo la coordinación del metal observada en el 

componente 3. De acuerdo con los resultados de esta Tesis, en este ambiente químico,  el 

péptido bA solo puede remover al metal del 30% del componente 3, aún cuando la 

concentración del bA es dos veces mayor a la PrPC. Aunque la unión de Cu2+ al bA está 
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favorecida por la formación de dos anillos de 5 miembros (efecto quelato), esto no es 

suficiente para remover al metal del complejo multi-His formado en el componente 3. Dada 

la equivalencia espectroscópica del componente 3 y el complejo multi-His que promueve la 

conformación cis, los resultados de este trabajo sugieren que el bA no podría desestabilizar 

la conformación “fisiológicamente activa” de la PrPC (Figura 4.2, escenario I.A-B).  

 

 
Figura 4.1 Efecto de Cu2+ en la conformación de la PrPC. En ausencia de Cu2+ se favorece la conformación 
trans de la PrPC (A), donde el extremo N-terminal se encuentra libre y funciona como efecto neurotóxico. En 
presencia de Cu2+, el metal estabiliza la conformación cis a través de la formación de un complejo multi-His de 
entre la región OR y el dominio C-terminal de la PrPC.  
 

En el escenario II.A (Figura 4.2), la PrPC tiene coordinados dos átomos de Cu2+: uno 

formando un complejo multi-His entre la región OR y el C-terminal (espectroscópicamente 

equivalente al componente 3),  y el otro coordinado a la His111 (Kd = 0.4–0.7 µM). En este 

ambiente, de acuerdo con los resultados de esta Tesis, el bA podría remover totalmente el 

Cu2+ de la His111 y en consecuencia interrumpir cualquier función de la PrPC que dependa 

de la unión del metal a este sitio. Sin embargo, dado que el bA no altera la unión de Cu2+ al 

componente 3, la presencia del bA favorecería el escenario I, donde se mantiene la 

“conformación fisiológicamente activa” de la PrPC (Figura 4.2 II.B). Por otra parte, en el 

escenario III.A  (Figura 4.2), la PrPC une tres iones Cu2+: uno en la región OR estabilizando 

la conformación cis, y dos en la región non-OR (His 96 e His111). En este ambiente, el bA 

podría remover totalmente el Cu2+ de los dos sitios de la región non-OR (His96 e His111), y 

por lo tanto inhibir cualquier función vinculada a la unión de Cu2+ en esta región. Sin 



	 127	

embargo, al igual que el escenario II, el bA no podría remover al Cu2+ del complejo multi-

His que estabiliza la conformación cis o “fisiológicamene activa” de la PrPC, favoreciendo 

nuevamente el escenario I (Ver Figura 4.2 III.B).  

 

 
Figura 4.2 Efecto del bA en la unión de Cu2+ a la PrPC. En los escenarios I.A, II.A, III.A y IV.A se muestran 
los diferentes niveles de ocupación de los sitios de unión a Cu2+ en el PrPC, mientras que en los escenarios I.B, 
II.B, III.B y IV.B se muestra el efecto del péptido bA en la unión de Cu2+ a la PrPC.  
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En el escenario IV.A (Figura 4.2), de acuerdo con los resultados de esta Tesis, el bA remueve 

el Cu2+ del componente 2 y los sitios la region non-OR (His111 y His96), forma un complejo 

ternario OR-Cu2+-bA y favorece la formación del componente 3 (Figura 4.2 IV.B-C). En 

general, el péptido bA puede alterar las funciones asociadas a la unión de Cu2+ a la PrPC en 

su máximo nivel de ocupación a través de varios mecanismos. Al remover al metal  de la 

región OR y non-OR, el bA, podría inhibir las funciones asociadas a estos sitios. Por otra 

parte, la formación del complejo ternario OR-Cu2+-bA podría inducir la activación de alguna 

vía de senalización, tal como se demostró con la unión de los obA a la PrPC.166 Finalmente, 

al promover la formación del componente 3 favorecería la conformación “fisiológicamente 

activa” de la PrPC, aún cuando cuando la concentración de Cu2+ sea alta.   

 

Es importante destacar que el máximo nivel de ocupación de la PrPC es el único escenario 

donde la interacción inderdominio tipo cis no ocurre. El papel de la unión de Cu2+ a la region 

OR como interruptor entre la conformación cis y trans es compatible con otras hipótesis 

expuestas en la literatura, en las cuales se postula que la unión de Cu2+ a la región OR 

determina la localización de la PrPC en la membrana celular. En cultivo celular la adición de 

cantidades altas de Cu2+ (150–500 µM) promueve el movimiento lateral de la PrPC en la 

membrana celular, lo cual da como resultado la salida de la PrPC de las balsas lípidicas—

regiones de la membrana ricas en colesterol que facilitan el ensamblaje de complejos 

proteícos para activar vías de señalización—y facilita su endocitosis vía clatrina.264 Dado que 

la unión la coordinación de Cu2+ en la región OR depende de la concentración del metal, el 

efecto del metal en la localización de la PrPC en la membrana celular se podría explicar de la 

siguiente forma: a bajas concentraciones de Cu2+, la PrPC une un solo Cu2+ en la región OR 

(conformación cis) y adopta una conformación que es reconocida por una proteína 

transmembranal que mantiene a la PrPC dentro de la balsa lipídicas; mientras que, al aumentar 

la cantidad de Cu2+ la coordinación en la región OR cambia (conformación trans) y esto 

promueve la salida de la PrPC de las balsas lipídicas.265 En este contexto, los resultados de 

esta Tesis sugieren que a concentraciones altas de Cu2+ (Escenario IV), el bA podría prevenir 

la salida de la PrPC de las balsas lípidicas y con ello evitar su endocitosis vía clatrina.  
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Los conceptos de “conformación fisiológica” (conformación cis) y “efector tóxico” (N-

terminal) son consitentes con el impacto funcional o patológico reportado para la interacción 

de la PrPC con otras proteínas.97 Las proteínas identificadas como ligantes de la PrPC y 

vinculadas a mecanismos no patológicos—vibronectina (Vn), la proteína inducida por estrés 

(STI1), las moléculas de adhesión de células neuronales (NCAM) y la laminina—se unen en 

la región non-OR o en el dominio C-terminal, pero no a la región OR,97 de tal forma que 

pueden unirse a la PrPC mientras ésta se encuentra en la “conformación fisiológicamente 

activa”. Por el contrario, la unión de la PrPC al receptor mGluR5 requiere del extremo N-

terminal “efector tóxico” y activa la vía de señalización (obA-PrPC-mGluR5-Fyn)—cuya 

toxicidad y relación con la EA fue ampliamente revisada en la Tabla 1.9 del Capítulo I: 

Antecedentes. De tal forma que, solo los complejos Cu2+-PrPC mostrados en los escenarios 

I, II y II podrían clasificarse como potencialmente activos en condiciones fisiológicas y el 

escenario IV como potencialmente tóxico. Sin embargo, el efecto del bA sobre la unión de 

Cu2+ a la PrPC es mucho más difcil de clasificar utilizando los conceptos de “conformación 

fisiológicamente activa” y “efector tóxico”. Aunque en cualquier escenario el bA no 

perturba o incluso favorece la “conformación fisiológicamente activa” (componente 3), 

también forma el complejo ternario OR-Cu2+-bA, donde el N-terminal podría funcionar como 

el “efector tóxico” (Ver Figura 4.2, escenario IV.C). Además, al remover al metal de los 

componentes 1 y 2 podría prevenir la endocitosis de la PrPC a concentraciones altas de Cu2+, 

donde este mecanismo podría tener un carácter protector.  

 

De manera general, el Cu2+ y la PrPC participan en varios procesos escenciales para las células 

neuronales, tales como: la neuritogénesis, neurogénesis y la plasticidad neuronal.97 En un par 

de trabajos recientes se demostró que la mutación de los residuos de His que anclan al Cu2+ 

en la region OR (His61, His69, His77 y His85) o en la región non-OR (His96 y His111) es 

suficiente para inhibir el papel de Cu2+ y PrPC en la neuritogénesis y la modulación de los 

receptores NMDA.257, 266 Aunque este resultado sugiere que el efecto de la PrPC y el Cu2+ en 

la neuritogénesis y la modulación de los receptores NMDA requiere alguno de los escenarios 

II, III, o IV, no es posible asociar estás funciones de la PrPC a un modo de coordinación 

específico sin realizar un estudio más detallado. Sin embargo, con la finalidad de sentar las 

bases para estudios futuros, a continuación se aplican los conceptos de “conformación 
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fisiológicamente activa” y “efector tóxico” para identificar cómo la unión de Cu2+ a la PrPC 

podría estar participando en neuritogenesis y la modulacion de los NMDAR. En principio el 

escenario IV quedaría descartado por considerarse potencialmente tóxico. Además, la 

necesidad de mantener la “conformación fisiológicamente activa” explicaría porque la 

mutación de las cuatro His de la región OR es suficiente para inhibir los efectos de Cu2+ y 

PrPC en la neuritogénesis y la modulación de los NMDAR. Esto también sugiere que al no 

ser necesaria la unión de Cu2+ a la region non-OR para estabilizar la“conformación 

fisiológicamente activa”,267 los complejos formados en estos sitios de la PrPC podrían tener 

un papel funcional más allá de la estabilización de la conformación cis.   

 

En el caso de la modulación de los receptores NMDAR, es importante recordar que se han 

descrito dos mecanismos: 1) La formación del complejo PrPC-NMDAR inducida por Cu2+ y 

2) La S-nitrosilación del NMDAR promovida por PrPC y Cu2+.18, 48 Estos mecanismos fueron 

identificados en condiciones experimentales muy diferentes, por lo que aún se desconoce si 

se trata de procesos aislados.18, 48 Para el primero de ellos, también se demostró que el bA 

puede impedir la formación del complejo PrPC-NMDAR inducida por Cu2+.48 Es importante 

destacar que este efecto del bA se revierte totalmente al lavar el medio cultivo, lo cual sugiere 

que este péptido evita la formación del complejo PrPC-NMDAR al competir con la PrPC por 

Cu2+ y no por la unión bA-PrPC.48 De acuerdo con los resultados de esta Tesis, solo en los 

escenarios II y III, el bA puede competir por Cu2+ con la PrPC sin favorecer la formación de 

complejos ternarios bA-Cu2+-PrPC. En cualquiera de los escenarios I y II, la presencia del bA 

favorecería un complejo Cu2+-PrPC sin metal en la región non-OR. Lo anterior explicaría 

porque la presencia del bA tiene el mismo efecto en las corrientes de los receptores NMDA 

que la mutación de los residuos de His/Ala en la región non-OR.48, 257 Retomando la idea de 

que tres de las cuatro residuos de His de la región OR son necesarios para estabilizar la 

“conformación fisiológicamente activa”, los residuos de His de la región non-OR podrían 

participar en la unión de la PrPC al NMDA o bien en la activación del NO• (Ver Figura 4.3). 

Este último, es congruente con los resultados de esta Tesis, donde se demuestra que el sitio 

de la His111 es el único capaz de reducir Cu2+ en presencia de NO• en fracciones de segundo, 

por lo que es el sitio con mayor potencial para catalizar una reacción de S-nitrosilación en 

condiciones fisiológicas. Finalmente, es importante resaltar que de acuerdo con los resultados 
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de esta Tesis, aunque el sitio de His111 es el más reactivo frente al NO•, dicha reactividad 

está asociada a los residuos de Met presentes en las posiciones 109 y 112 

(106KTNMKHMAGA115). Dado que estos residuos de Met están presentes en la secucuencia 

de la PrPC humana y ausentes en la secuencia de roedores y otras especies, es posible que la 

eficiencia de la PrPC para catalizar reacciones de S-nitrosilación sea diferente entre especies.  

 

 
Figura 4.3 Posibles papel de cada sitio de unión a Cu2+ de la PrPC en la modulación de los receptores 
NMDA. La modulación de los receptores NMDA dependiente de Cu2+ y PrPC requiere de la región OR y non-
OR. Las His de la región OR podrían participan en la estabilización de la conformación cis de la PrPC; mientras 
que, las His de la región non-OR podrían participar en la unión PrPC-NMDAR o en la S-nitrosilación.  
 

4.2. Implicaciones funcionales del efecto del péptido bA en la unión de Cu2+ al sitio de 
la a-His111 y de la reactividad de óxido nítrico con los complejos Cu2+-a-His111 

Finalmente, para analizar las implicaciones funcionales del efecto del bA en la unión de Cu2+ 

al sitio α-H111, es importante recordar que éste se encuentra en el fragmento PrPC1, el cual  

es uno de los dos productos de la proteólisis de la PrPC por la α-secretasa.97 Como se describió 

ampliamente en el Capítulo I (Antecedentes, sección 1.3.2B), la coordinación del Cu2+ al sitio 

de la α-H111 es totalmente diferente a la observada en el sitio de His111 presente en la 

PrPC.144 Por lo que, en este trabajo se evaluó el efecto del péptido bA sobre la coordinación 

de Cu2+ al sitio de la α-H111 y la reactividad del complejo Cu2+-α-H111 con la finalidad de 

contrastar las diferencias con respecto al sitio de His111 presente en la PrPC completa.  
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Figura 4.4 Unión de Cu2+ a los fragmentos PrPN1 y PrPC1 de la PrPC y efecto del bA. En los escenarios 
I.A, II.A, se muestran los diferentes niveles de ocupación de los sitios de unión a Cu2+ en el PrPC; mientras que, 
en los escenarios I.B, II.B y II.C se muestra el efecto del péptido bA en la unión de Cu2+ a la PrPC. 
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Aunque en este trabajo no se analizó el efecto del bA sobre la coordinación de Cu2+ al 

fragmento PrPN1 y la reactividad de los complejos Cu2+-PrPN1, al conservar intactos los 

sitios de unión a Cu2+ de la región OR y el sitio de la His96, el fragmento PrPN1, en principio, 

podría coordinar Cu2+ de manera similar a la PrPC. Por lo tanto, los resultados obtenidos en 

este trabajo para la región OR y el sitio de la His96 también aportan información importante 

sobre el fragmento PrPN1.97 Considerando que la unión de Cu2+ al OR y al sitio de la α-H111 

ubicado en el fragmento PrPC1 depende de la relación estequiométrica Cu2+/PrPC1, se 

pueden plantear al menos dos escenarios en donde los fragmentos PrPN1 y PrPC1 podrían 

coordinar Cu2+ de forma diferente dependiendo de las concentraciones de Cu2+ y los 

fragmentos PrPN1 y PrPC1 (Ver Figura 4.3). En el escenario I, el fragmento PrPN1 une 

átomo de Cu2+ formando un complejo multi-His (componente 3); mientras que, en la 

membrana celular, el Cu2+ induce la homodimerización del fragmento PrPC1. Por otra parte, 

en el escenario II, el fragmento PrPN1 une cuatro átomos de Cu2+ en el fragmento PrPN1 y 

uno en el fragmento PrPC1.  

 

Los resultados de esta Tesis indican que en el escenario I (Figura 4.4), el bA no afecta la 

unión de Cu2+ al fragmento PrPN1, pero forma un complejo ternario α-H111-Cu2+-bA tipo 

Modo I en el fragmento PrPC1. En el escenario II, el efecto del bA es mucho más complejo 

y depende de la concentración relativa bA/Cu2+/PrPC1/PrPN1. Cuando la concentración del 

bA es baja (Figura 4.4, escenario II.B), se favorece la formación de un complejo ternario 

OR-Cu2+-bA en el fragmento PrPN1 y la formación del complejo ternario transitorio α-

H111-Cu2+-bA con el fragmento PrPC1. Por otra parte, cuando la concentración de bA es 

mucho mayor a la de los fragmentos PrPN1 y PrPC1, el bA remueve el Cu2+ del OR y la 

His96 en el fragmento PrPN1 y favorece la formación del complejo multi-His en la región 

OR; mientras que, en el fragmento PrPC1 se forma una mezcla compleja de especies que 

incluye el complejo ternario α-H111-Cu2+-bA tipo Modo I y Cu2+-bA.  

 

Los resultados de este trabajo muestran que el sitio de la α-H111 tiene una mayor tendencia 

a formar complejos ternarios en comparación con los sitios de unión a metal presentes en la 

PrPC. Esto podría deberse a que al poseer un grupo –NH2 libre se reduce el impedimento 
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estérico para que otro péptido o proteína pueda coordinarse. Aunque en el sitio de la α-H111 

se forman complejos ternarios con el modo de baja y alta ocupación, cabe destacar que el 

complejo ternario transitorio tiene varias similitudes con el complejo complejo ternario OR-

Cu2+-bA: ambos son espectroscópicamente similares, se forman a concentraciones 

subestequiométricas del bA, no se favorecen al agregar más bA y podrían coexistir en el 

escenario II. Esta facilidad del sitio de la α-H111 para formar complejos ternarios con el bA, 

podría tener un impacto funcional importante al activar vías de señalización.  
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CAPÍTULO V. CONCLUSIONES 

De manera consistente con la dinámica química de coordinación de la PrPC y el bA, los 

resultados de esta tesis demuestran que el efecto del bA sobre la coordinación de Cu2+ a la 

PrP y la reactividad de los complejos Cu2+-PrP son sitio-específicas.  

 

• Efecto sitio específico del bA sobre la unión de Cu2+ a la PrP: En la región OR, el 

complejo multi-His formado por el modo de baja ocupación (componente 3), es el 

único que resiste el efecto quelante del bA, lo cual sugiere que la conformación cis o 

“fisiológicamente activa” de la PrPC podría resistir el efecto del bA. En contraste, en 

los modos de alta ocupación (componentes 1 y 2), el bA perturba la unión de Cu2+ a 

través de varios mecanismos: remueve parcialmente el metal, forma un complejo 

ternario OR-Cu2+-bA y modifica el equilibrio entre los componentes 1, 2 y 3 en favor 

al componente 3. Este efecto pleomórfico del bA sobre los modos de alta ocupación 

de la región OR, sugiere al bA como un modulador de la unión de Cu2+ a la PrPC o 

bien como un ligante con varios mecanismos potencialmente tóxicos. Además, por su 

impacto en la unión de Cu2+ a los modos de alta ocupación de la región OR, el bA 

podría evitar la salida de la PrPC de las balsas lípidicas y prevenir su endocitosis. 

Asimismo, al favorecer la formación de componente 3, el bA podría promover la 

conformación “fisiológicamente activa” de la PrPC a concentraciones altas de Cu2+; 

mientras que, el complejo ternario OR-Cu2+-bA podría activar alguna vía de 

señalización como se ha observado con el complejo obA-PrPC.97 Finalmente, en 

cuanto a los sitios de His96 e His111, éstos son los únicos que pierden todo el Cu2+ 

en presencia del bA, por lo que cualquier función asociada a los complejos Cu2+-

His96 y Cu2+-His96 sería inhibida en presencia del bA. 

 

• Formación de complejos ternarios PrP-Cu2+-bA: De todos los sitios de unión a metal 

presentes en la PrPC, el bA solo forma un complejo ternario—el OR-Cu2+-bA—en la 

región OR y en condiciones muy específicas: a una relación estequiométrica Cu2+/OR 

de 4:1, con cantidades subestequiométricas del bA y a expensas del componente 1. 
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Las características espectroscópicas del complejo ternario OR-Cu2+-bA son 

consistentes con la presencia de residuos de His y amidas desprotonadas en la esfera 

de coordinación.  

 

• La reactividad sitio específica de los complejos Cu2+-PrP señala al sitio de la His111 

como clave para la modulación de los receptores NMDA: Para la modulación de los 

receptores NMDA, el efecto del bA sobre la unión de Cu2+ a la PrP, sugiere que los 

sitios de la región OR son necesarios para mantener la conformación cis de la PrPC; 

mientras que, los sitios de la región non-OR podrían participar en la unión PrPC-

NMDA o bien en la S-nitrosilación. En este sentido, los estudios de reactividad de los 

complejos Cu2+-PrP indican que el sitio más reactivo es el de la His111, por lo que 

éste es el sitio que tiene mayor potencial para catalizar reacciones de S-nitrosilación. 

La reactividad del sitio de His111 frente al NO• se ve disminuida al cambiar los 

residuos de Met109 y Met112 a Ile. Dado que la presencia de estos residuos de Met 

a ambos lados de la His111 es una característica distintiva de la secuencia humana de 

la PrPC, es posible que la reactividad de los complejos Cu2+-PrPC sea diferente entre 

especies.  

 

• El impacto del corte proteolítico α en la unión de Cu2+ al sitio de la His111 también 

se refleja en el efecto del bA y la reactividad con óxido nítrico: El efecto del bA en 

la coordinación de Cu2+ al sitio de la α-His111 y la reactividad del complejo Cu2+-α-

His111 con NO• es totalmente diferente al observado en el sitio de la His111 presente 

en la PrPC.  

 

El efecto del bA en la unión de Cu2+ al sitio de la α-His111 depende de la relación 

estequiométrica Cu2+/PrPC1 y se caracteriza por la formación de complejos ternarios: 

el complejo ternario tipo Modo I y el complejo ternario transitorio. Las 

características espectroscópicas del complejo ternario tipo Modo I son compatibles 

con una coordinación tipo “Histamina” [2NH2, 2His]. Por otra parte, el complejo 

ternario transitorio α-H111-Cu2+-bA tiene varias similutes con el complejo ternario 

OR-Cu2+-bA: ambos se forman a concentraciones altas de Cu2+ y cantidades 
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subestequiométricas del bA, y no se favorecen al incrementar la concentración del 

bA. Las características espectroscópicas del complejo ternario transitorio α-H111-

Cu2+-bA son compatibles con la presencia de residuos de His y amidas desprotonadas 

en la esfera de coordinación. 

 

Finalmente, las modificaciones que sufre el sitio de His111 después del corte 

proteolítico α también tienen una repercusión en su reactividad frente al NO•. A 

diferencia de lo observado en el sitio de His111, los complejos Cu2+-α-H111 (Modo 

II) son prácticamente inertes frente al NO•. Esto sugiere que la capacidad de los 

complejos Cu2+-PrPC para nitrosilar residuos de Cys podría verse afectada por el corte 

proteolítico α.      
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CAPÍTULO VI. PERSPECTIVAS  

Los resultados de este trabajo y su correspondiente análisis abren la puerta a investigaciones 

futuras enfocadas en entender la química detrás del papel de Cu2+, el bA y la PrPC en 

condiciones fisiológicas y en la EA. A continuación se describen de forma algunas de 

investigaciones emergentes y cómo podrían abordarse.  

 

El efecto de Cu2+ en la localización de la PrPC en la membrana celular y en la endocitosis.   

Una de las principales áreas emergentes de investigación que surge del análisis realizado en 

esta Tesis es el estudio de la química de coordinación detrás del efecto del Cu2+ en la 

localización de la PrPC en la membrana celular. Aunque se ha demostrado que cantidades 

altas de Cu2+ (150–500 µM) inducen el movimiento lateral de la PrPC y favorecen la 

endocitosis, se desconoce si la conformación cis estabiliza a la PrPC en las balsas lipídicas.264 

Para comprobar esto, se puede evaluar la presencia de la PrPC en las balsas lipídicas 

utilizando células que expresen las siguientes variantes de la PrPC: 
 

5) Mutante His139Q/H176Q. Esta mutación en la secuencia de la PrPC bloquea la 

formación del complejo multi-His entre la región OR y el C-terminal de la PrPC. 

Esto reduce la estabilidad de la conformación cis de la PrPC, pero no bloquea su 

formación.141 

6) Mutante H61A/H69A. Esta proteína solo posee dos de las cuatro His de la 

región OR, por lo que no puede formar el complejo multi-His que estabiliza la 

conformación cis. Al igual que la mutante His139Q/H176Q reduce la estabilidad 

de la conformación cis, pero no bloquea por completo su formación. 141  

7) Mutante K23L/K24L/K27L. Esta mutante de PrPC evidencia el efecto de 

región polibásica del extremo N-terminal en las interacciones electrostáticas. 

Esta mutante bloquea casi por completo la conformación cis de la PrPC.141  

 

De forma complementaria, la evaluación del efecto de quelantes de Cu2+ en la localización 

de la PrPC en las balsas lipídicas pondría evidenciar el papel del metal a bajas concentraciones 

de Cu2+.  
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Asimismo, aunque se asume que dicho movimiento depende de la formación de los modos 

de alta ocupación (componente 1 y 2) en la región OR, se desconoce si la formación de dichos 

modos de coordinación es imprescindible. Para comprobar esto experimentalmente, se puede 

evaluar la localización de la PrPC en la membrana y su endocitosis en células que expresen 

las siguientes mutantes: 

 

8) Mutante non-OR (H96A, H111A) y OR (H61A, H69A). Esta PrPC no puede 

formar complejos multi-His (componente 3 o conformación cis) y no puede unir 

Cu2+ en la región non-OR, por lo que permite aislar el efecto de los 

componentes 1 y 2.  

9) Mutante non-OR (H96A, H111A) y OR (H61A, H69A, H77A). Esta mutante 

no puede formar complejos multi-His (componente 3), no puede unir Cu2+ en la 

región non-OR y no puede formar el componente 2. Por lo que, permite aislar el 

efecto del componente 1.  

10) Mutante H96A, H111A. Aunque se asume que la unión de Cu2+ a los sitios de 

la región non-OR no tienen impacto en el movimiento lateral de la PrPC o bien 

en su endocitosis, no hay evidencia experimental que soporte esa hipótesis. Por 

lo que, también es necesario evaluar el efecto de esta mutante.  

 

El papel del Cu2+ en la formación del complejo PrPC-NMDAR 

Como se mencionó anteriormente, estudios recientes demostraron que el efecto de Cu2+ y la 

PrPC en la modulación de los receptores NMDA requiere de los seis residuos de His que 

anclan el metal a las regiones OR y non-OR.257 Sin embargo, aún quedan muchas preguntas 

sin resolver sobre este mecanismo, entre ellas:  

• ¿Cuál es el papel de la conformación cis en la modulación de los NMDAR?  

• ¿Cuál es el papel de las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas en la unión PrPC-

NMDAR? 

• ¿Cuál es el papel de los sitios de la región non-OR en la modulación de los NMDAR? 

• ¿Se forma un complejo ternario PrPC-Cu2+-NMDAR?  
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La mayoría de estás preguntas se pueden resolver utilizando las mutantes de PrPC 

previamente descritas y evaluando la formación del complejo PrPC-NMDAR. Para 

determinar la importancia de la conformación cis en la interacción se pueden utilizar las 

mutantes 1–3. Aún cuando se ha demostrado que la unión PrPC-NMDAR depende de la 

presencia de Cu2+, es necesario evaluar la importancia de las interacciones electrostáticas en 

la formación de este complejo. La PrPC tiene dos regiones cargadas positivamente en el N-

terminal y una región hidrofóbica: la región 23KKRPKPGGW31, la cual es necesaria para la 

interacción cis (mutante 3), la secuencia 101KPSKPKTNMK110 que se encuentra en la región 

non-OR entre los sitios de His96 e His111 y la región hidrofóbica 112MAGAAAAGA 

VVGGLGGYMLG131. Para determinar el papel de las interacciones electrostáticas e 

hidrogoficas en la formación del complejo PrPC-NMDAR, se puede utilizar la siguientes 

mutantes: 

  

11) Mutante K101L, K115L, K110L. Esta proteína carece de tres de las cuatro 

cargas positivas presentes en la región non-OR con el objetivo de evidenciar si 

existe contribución de interacciones electrostaticas en la formación del complejo 

PrPC-NMDAR.  

12) Mutante D117–130. Esta proteína carece de parte de la región hidrofóbica que 

se encuentra después del sitio de la His111. La evaluación del efecto de esta 

deleción demostraría. 

 

Además, para determinar el efecto de la unión a Cu2+ en los sitios de la región non-OR la 

mutante 6 y las mutantes individuales de los sitios de la region non-OR: 

 

13) Mutante H111A  

14) Mutante H96A  

 

Finalmente para descartar la posible formación de un complejo ternario PrPC-Cu2+-NMDAR, 

se deben identificar los residuos de His expuestos a la superfie en el receptor NMDAR y 

evaluar el papel de estos en la formación del complejo PrPC-NMDAR. 
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El papel del Cu2+ en S-nitrosilación de los receptores NMDA 

Como se mencionó previamente, los dos mecanismos de modulación de los receptores 

NMDA en los que participa Cu2+ y la PrPC—la S-nitrosilación de los receptores NMDA y la 

formación del complejo PrPC-NMDAR—se identificaron en condiciones experimentales 

muy diferentes.18, 48 Por lo que, uno de los primeros pasos para entender la S-nitrosilación de 

los receptores NMDA es demostrar si esta modificación postraduccional ocurre al formar del 

complejo PrPC-NMDA. Los resultados de esta Tesis sugieren que el sitio de unión a Cu2+ 

con mayor potencial para catalizar la S-nitrosilación de los receptores NMDA es el de la 

His111. De tal forma que, para entender con mayor detalle el papel del Cu2+ en la modulación 

de los receptores NMDA, se debe evaluar el impacto de la mutante H111A en la S-

nitrosilación de los NMDA. Asimismo, con base en los resultados de esta Tesis se propone 

que la capacidad de los complejos Cu2+-PrP podría diferir entre especies debido a que solo 

la secuencia de la PrPC humana posee los residuos de Met109 y Met112 que estabilizan el 

complejo Cu+-PrPC, favoreciendo su reducción. Para comprobar esta hipótesis se pueden 

evaluar el efecto de las siguientes mutantes en la S-nitrosilación de los NMDAR:  

 

15) Mutante M109L, M112V. Estas mutaciones modifican la secuencia de la PrPC 

a su equivalente en la PrPC de ratón en el sitio de la His111.  

 

La química detrás de las reacciones de S-nitrosilación promovidas por los complejos de 

Cu2+-PrPC 

Aunque en esta Tesis se exploró la reactividad de los complejos Cu2+-PrP, uno de los 

principales inconvenientes de la metodología utilizada fue uso de donadores de NO• como el 

NOC-9 y el NOC-12, los cuales en solución además del NO• liberan una diamina capaz de 

coordinar Cu2+. Por lo que, en estudios futuros, se recomienda estudiar la reactividad de los 

complejos Cu2+-PrP utilizando NO• gas o bien una fuente de NO• que no contenga 

interferencias como las diaminas del NOC-9 y NOC-12.  

 

Además, al utilizar una fuente directa de NO• gas, se pueden realizar estudios cinéticos e 

identificar los intermediarios generados durante la reducción de Cu2+ a Cu+—tales como 

complejos NO-Cu2+-PrP—utilizando la técnica de “stopped-flow” acoplado a un detector de 
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absorción electrónica y un sistema “freeze-quench”. Además, para profundizar la 

caracterización de la reactividad de los complejos Cu2+-PrP frente al NO•, es recomendable 

utilizar otras técnicas espectroscópicas como ESR y CD.  

 

Otro aspecto determinante en las reacciones de S-nitrosilación es la reactividad de las Cys. 

Por esta razón, es de gran importancia identificar cuál o cuáles de los residuos de Cys del 

receptor NMDA están involucrados en la modulación de los receptores NMDA dependiente 

de Cu2+ y PrPC, siendo los principales candidatos las Cys744 y Cys798 en la subunidad 

GluN1 y la Cys399 en la subunidad GluN2A.208, 209  La identificación de el/los residuos de 

Cys involucrados en la modulación de los receptores NMDA dependiente de Cu2+ y PrPC es 

crucial, ya que abre la puerta para estudiar la reactividad de los complejos Cu2+-PrP en 

presencia de NO• y el/los dominios del receptor NMDA que posean las Cys reactivas. 

 

El impacto del corte proteolítico α en la modulación de los receptores NMDA mediada por 

Cu2+ y PrPC    

Aunque un estudio reciente demostró que la modulación de los receptores NMDA 

dependiente de Cu2+ y PrPC requiere de los residuos de His de la región OR (His61, His69, 

His77, His85) y non-OR (His96 e His111),257, 266 se debe evaluar si el fragmento PrPN1—

donde están presentes todos los residuos de His de la región OR y la His96—puede unirse al 

receptor NMDA o nitrosilar los residuos de Cys de este receptor. Por otra parte, a pesar de 

que el fragmento PrPC1 conserva solo la His111, es importante evaluar si este fragmento 

puede unir al receptor NMDA a través de otro tipo de interacción.  

 

El efecto del bA en las funciones de la PrPC dependientes de Cu2+ 

El péptido bA(1–16) es un modelo que permite aislar los efectos del bA que dependen de la 

coordinación de Cu2+ de aquellos que dependen de las interaccciones hidrofóbicas del C-

Terminal. Sin embargo, dado que la PrPC posee dos regiones caragadas positivamente y una 

región hidrofóbica, es importe estudiar como la presencia de estos aminoácidos puede 

prevenir o potencializar aquellas interacciones PrPC-bA promovidas por el Cu2+.  
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CAPÍTULO VII. REACTIVOS, MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La metodología de este proyecto se dividió en tres etapas: obtención de péptidos (sección 

7.1), efecto del péptido b-amiloide en la coordinación de Cu2+ a proteína prion (sección 7.2) 

y reactividad de los complejos de NO• con los complejos Cu2+-proteína prion (sección 7.3).  

A continuación, se detallan los materiales, reactivos y métodos utilizados en cada etapa de la 

metodología.  

 

7.1. Obtención de péptidos   

En esta etapa se sintetizaron, purificaron y liofilizaron el péptido bA(1–16) y los fragmentos 

60–91, 92–99, 106–115 y 111–116 de la PrP. Además, se verificó la identidad de cada 

secuencia por espectrometría de masas y se determinó su porcentaje de pureza por 

cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC, por sus siglas en inglés). En la Tabla 

7.1 se muestran las secuencias de los péptidos utilizados para la realización de este proyecto.  

 
Tabla 7.1. Fragmentos de la PrP y del péptido bA utilizados en el presente trabajo. 

Péptido Secuencia 
PrP(60–91) Ac-PHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQ-Am 
PrP(92–99) Ac-GGGTHSQW-Am 

PrP(106–115) Ac-KTNMKHMAGA-Am 
PrP(106–115) 

Met/Ile Ac-KTNIKHIAGA-Am 

PrP(111–116) NH2-HMAGAA-Am 
βA(1–16) NH2-DAEFRHDSGYEVHHQK-Am 

              Ac: Acetilación; Am: Amidación 

 

A. Síntesis de péptidos  

Materiales y reactivos: resina Fmoc-rink amide, Fmoc-Pro, Fmoc-His(Trt), Fmoc-Gly, 

Fmoc-Gln (Trt), Fmoc-Trp(Boc), Fmoc-Thr(tBu), Fmoc-Ser(tBu), Fmoc-Lys(Boc), Fmoc-

Asp(tBu), Fmoc-Met, Fmoc-Ala, Fmoc-Asp(tBu), Fmoc-Glu(tBu), Fmoc-Phe, Fmoc-

Arg(Pbf), Fmoc-Thr(Trt) y Fmoc-Val, piperidina, 1,8-Diazobiciclo[5.4.0]undeca-7-eno 

(DBU), N,N′-Diisopropilcarbodiimida (DIC), acetato de etilcianohidroximina (Oxima pure), 

dimetilformamida grado industrial (DMF), diclorometano (DCM), isopropanol (IPA), etano-

1,2-ditiol (EDT), triisopropilsilano (TIS), ninhidrina, etanol, fenol, cianuro de potasio, 

anhídrido acético, piridina y éter etílico.    
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Métodos: los péptidos se obtuvieron por el método de síntesis en fase sólida, en reactores 

tipo jeringa. Se empleó como soporte sólido partículas porosas de poliestireno 

funcionalizadas en la superficie con el grupo Fmoc-aminometil (Fmoc-NH2CH3–), conocidas 

comercialmente como resina Fmoc-Rink amide. Para remover al grupo Fmoc de la resina y 

exponer el –NH2, se empleo un medio básico compuesto por piperidina, DBU y DMF en una 

proporción 20:2:78 (reacción de desprotección). La solución utilizada en la desprotección se 

eliminó con lavados sucesivos de DMF, IPA y DCM. La eficiencia de la reacción 

desprotección se evaluó con la prueba de Káiser, para lo cual se tomó una muestra de la resina 

de síntesis y se hizo reaccionar con una mezcla en una proporción 2:1 de las soluciones A 

(compuesta por fenol, etanol y cianuro de potasio) y la solución B (compuesta por ninhidrina 

en etanol). En esta prueba dos moléculas de ninhidrina reaccionan con un grupo amino libre 

(–NH2) y forman un compuesto de color azul conocido como azul de Ruterman.268 De tal 

forma que, la presencia del azul de Ruterman se usó como indicador de una desprotección 

exitosa.  

 

Una vez desprotegida la resina, el primer aminoácido del extremo C-terminal de la secuencia 

a sintetizar se enlazó directamente a la superficie de la resina mediante la formación de un 

enlace amida –OCNH2 (reacción de acople). Para esto, primero se disolvió el aminoácido 

protegido con Fmoc (Fmoc-aa) en DMF y se hizo reaccionar durante 10 min con cantidades 

equimolares de DIC (activador) y oxima pure (supresor de racemización), a fin formar un 

éster en el C-terminal del Fmoc-aa. La solución que contiene el Fmoc-aa activado se agregó 

al reactor de síntesis y se dejó reaccionar en cuna durante cuatro horas (acople convencional), 

o bien en microonda bajo las condiciones descritas en la Tabla 7.2. La solución de acople se 

eliminó con lavados sucesivos de DMF, IPA y DCM. Al igual que en la desprotección, la 

eficiencia de la reacción de acople se evaluó con la prueba de Kaisier. En este caso, la 

ausencia del compuesto azul de Ruterman se utilizó como indicador de un acople exitoso. 

Los demás aminoácidos de la secuencia se enlazaron uno a uno al extremo N-terminal de la 

cadena en crecimiento por medio de reacciones sucesivas de desprotección y acople como 

las descritas anteriormente.  
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Tabla 7.2. Condiciones para el acople de Fmoc-aa asistido por microonda 

Temperatura 50 °C 
Rampa para alcanzar la temperatura  1 min 

Potencia 60 watts 
Tiempo 5 min 

Número de ciclos  5 
 

Una vez acoplados todos los aminoácidos, el péptido bA(1–16) y el fragmento PrP(111–116) 

se desanclaron de la resina con el extremo N-terminal libre. Por el contrario, los fragmentos 

60–91, 92–99 y 106–115 de la PrP fueron acetilados en el extremo N-terminal utilizando una 

solución de anhídrido acético, piridina y DMF en una proporción 1:1:1. Los fragmentos 60–

91, 92–99 de la PrP y el péptido bA(1–16) se desanclaron del soporte sólido con una solución 

compuesta por 95% de TFA, 2.5% de agua y 2.5% de TIS, mientras para el desanclaje de los 

péptidos PrP(106–115) y PrP(111–116) se utilizaron 92.5% de TFA, 2.5% de agua, 2.5% de 

TIS y 2.5% de EDT, éste último se agregó con la finalidad de evitar la oxidación de los 

residuos de Met. Después de la reacción de desanclaje, los péptidos se precipitaron en éter 

etílico frío y se separaron por centrifugación (4000 rpm, a 4 °C, 10 min). Posteriormente, se 

realizaron dos lavados con éter etílico para eliminar los residuos de la solucion de desaclaje. 

Finalmente, el precipitado se dejó en la campana de extracción durante 12 h para eliminar el 

exceso de éter etílico.  

 

B. Purificación y liofilización  

Materiales y reactivos: acrodiscos con membrana de PVDF de 0.45 µm, agua tipo I con 

resistividad de 18.2 MW, ácido trifluoro acético (TFA), acetonitrilo grado cromatográfico 

(ACN), metanol grado cromatográfico (MeOH), columna C18 Pursuit (10 µm ´ 250 ´ 10 

mm), viales de centelleo y nitrógeno líquido.  

 

Métodos: todos los péptidos se purificaron por cromatografía de líquidos de alta resolución 

(HPLC, por sus siglas en inglés), en un equipo marca Waters con un sistema de bombas 

binario (A y B) y un detector de absorción electrónica (UV-visible) con arreglo de diodos. 

Se utilizó como fase estacionaria una columna semi-preparativa C18 Pursuit y como fases 

móviles agua acidificada con TFA (Fase A), y ACN o MeOH (Fase B). El crudo de la 

reacción de desanclaje se disolvió en fase móvil A, se filtró con una membrana de PDVF de 
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0.45 µm y se inyectó al equipo cromatrográfico. Los péptidos se eluyeron utilizando métodos 

tipo gradiente, los cuales fueron optimizados para cada péptido a fin de lograr la mejor 

separación. Los programas cromatográficos empleados se muestran en la Tabla 7.3.  
 
 
Tabla 7.3. Programas cromatográficos (HPLC) utilizados para purificar los diferentes fragmentos de la 
PrP y el péptido bA sintetizados.. 

Tiempo 
(min) 

Flujo 
(mL/min) 

PrP(60–91)  Tiempo 
(min) 

Flujo  
(mL/min) 

PrP(106–115) 
A:  

Agua/TFA 
0.05% 

B:  
MeOH 

 A: 
Agua/TFA 

0.05% 

B:  
MeOH 

0.0 0.50 100.0 0.0  0.0 0.50 100.0 0.0 
6.00 4.00 100.0 0.0  3.00 3.50 100.0 0.0 
8.00 4.00 70.0 30.0  20.00 3.50 70.0 30.0 
35.00 4.00 40.0 60.0  30.00 3.50 0.0 100.0 
37.00 4.00 0.0 100.0  35.00 3.50 0.0 100.0 
42.00 4.00 0.0 100.0  38.00 3.50 100.0 0.0 
44.00 4.00 100.0 0.0  44.00 3.50 100.0 0.0 
49.00 4.00 100.0 0.0  45.00 0.50 100.0 0.0 
51.00 0.50 100.0 0.0  46.00 0.50 100.0 0.0 
52.00 0.50 100.0 0.0  47.00 0.10 100.0 0.0 

         
         

Tiempo 
(min) 

Flujo 
(mL/min) 

PrP(92–99)  Tiempo 
(min) 

Flujo  
(mL/min) 

PrP(111–116) 
A:  

Agua/TFA 
0.05% 

B: 
ACN 

 A: 
Agua/TFA 

0.1% 

B:  
MeOH 

0.0 0.50 95.0 5.0  0.0 0.50 100.0 0.0 
4.0 4.50 95.0 5.0  4.0 4.50 100.0 0.0 

40.0 4.50 88.0 12.0  8.0 4.50 100.0 0.0 
43.0 4.50 0.0 100.0  35.0 4.50 95.0 5.0 
49.0 4.50 0.0 100.0  38.0 4.50 0.0 100.0 
51.0 4.50 95.0 5.0  44.0 4.50 0.0 100.0 
55.0 4.50 95.0 5.0  47.0 4.50 100.0 0.0 
58.0 0.50 95.0 5.0  53.0 4.50 100.0 0.0 
60.0 0.50 95.0 5.0  56.0 0.50 100.0 0.0 

         
Tiempo 
(min) 

Flujo  
(mL/min) 

bA(1–16)      
A: 

Agua/TFA 
0.07% 

B: 
ACN 

   

0.0 0.50 100.0 0.0      
5.0 4.00 100.0 0.0      
9.0 4.00 100.0 0.0      

14.0 4.00 88.0 12.0      
32.0 4.00 88.0 12.0      
42.0 4.00 60.0 40.0      
45.0 4.00 0.0 100.0      
50.0 4.00 0.0 100.0      
53.0 4.00 100.0 0.0      
63.0 4.00 100.0 0.0      
66.0 0.50 100.0 0.0      
67.0 0.50 100.0 0.0      
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Las fracciones con el compuesto de interés de todas las corridas cromatografías se mezclaron 

en viales de centelleo y se congelaron utilizando nitrógeno líquido. Posteriormente, estas 

muestras fueron liofilizadas en un equipo Labconco modelo Stoppering Tray Dryer 230V 

US, a presión reducida (aproximadamente 0.2 mBar), utilizando el programa descrito en la 

Tabla 7.4. 
 
Tabla 7.4. Condiciones para la liofilización de péptidos 

Tiempo (h) Temperatura (°C) 
0.5 – 40 °C 
36 – 40 °C 
36 – 10 °C 
10 25 °C 

 

C. Prueba de identidad y análisis de pureza  

Materiales y reactivos. Acrodiscos con membrana de PVDF de 0.45 µm, agua tipo I con 

resistividad de 18.2 MW, acetonitrilo grado cromatográfico (ACN), metanol grado 

cromatográfico (MeOH), viales para HPLC, ácido trifluoro acético (TFA), columna C18 

Zorbax Eclipse XDB (4.6 µm ´ 250 ´ 10 mm). 

 

Métodos: la identidad de todos los péptidos utilizados en este proyecto se verificó por 

espectrometría de masas (MS, por sus siglas en inglés). Para esto, se pesaron 

aproximadamente 0.5 mg del péptido y se disolvieron en 500 µL agua. La solución se filtró 

a través de una membrana de PDVF de 0.45 µm en un vial para cromatografía. La muestra 

se inyectó a un equipo de HPLC marca agilent y acoplado a un detector de masas tipo ESI. 

En la tabla 4 se muestran una comparación de las masas calculadas y las experimentales para 

cada péptido. Se consideró una identificación positiva cuando el error entre la masa calculada 

y la experimental es menor a 2 ppm.   

 

Para el análisis de pureza, se usó parte de la muestra preparada para la prueba de identidad, 

se inyectaron de 10–100 µl de dicha muestra en el equipo de HPLC, utilizando como fase 

estacionaria una columna analítica C18 Zorbax Eclipse XDB y como fases móviles agua 

acidificada con TFA (Fase A), y ACN o MeOH (Fase B). Los péptidos se eluyeron 

empleando métodos tipo gradiente, los cuales fueron optimizados para cada secuencia a fin 
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de lograr la mejor separación entre el péptido de interés y sus impurezas. Los programas 

cromatográficos empleados se muestran en la Tabla 7.5.  

 
Tabla 7.5. Programas cromatográficos (HPLC) utilizados para determinar el porcentaje de pureza los 
diferentes fragmentos de la PrP y el péptido bA sintetizados. 

Tiempo 
(min) 

Flujo  
(mL/min) 

PrP(60–91)  Tiempo 
(min) 

Flujo 
(mL/min) 

PrP(106–115) 
A:  

Agua/TFA 0.05% 
B:  

MeOH 
 A: 

Agua/TFA 
0.05% 

B:  
MeOH 

0.0 0.50 100.0 0.0  0.0 0.50 100.0 0.0 
3.50 1.00 100.0 0.0  1.00 1.00 100.0 0.0 
6.00 1.00 100.0 0.0  20.00 1.00 70.0 30.0 
8.00 1.00 70.0 30.0  30.00 1.00 0.0 100.0 
35.00 1.00 40.0 60.0  35.00 1.00 0.0 100.0 
37.00 1.00 0.0 100.0  36.00 1.00 100.0 0.0 
42.00 1.00 0.0 100.0  40.00 1.00 100.0 0.0 
44.00 1.00 100.0 0.0  42.00 1.00 100.0 0.0 
49.00 1.00 100.0 0.0  43.00 0.50 100.0 0.0 
51.00 0.50 100.0 0.0      

         
Tiempo 
(min) 

Flujo 
(mL/min) 

PrP(92–99)  Tiempo 
(min) 

Flujo  
(mL/min) 

PrP(111–116) 
A:  

Agua/TFA 0.05% 
B: 

ACN 
 A: 

Agua/TFA 
0.1% 

B:  
MeOH 

0.0 0.50 100.0 0.0  0.0 0.50 100.0 0.0 
3.0 1.00 100.0 0.0  4.0 1.00 100.0 0.0 

25.0 1.00 85.0 15.0  30.0 1.00 85.0 15.0 
30.0 1.00 0.0 100.0  32.0 1.00 0.0 100.0 
35.0 1.00 0.0 100.0  35.0 1.00 0.0 100.0 
36.0 1.00 100.0 0.0  36.0 1.00 100.0 0.0 
41.0 1.00 100.0 0.0  40.0 1.00 100.0 0.0 
42.0 0.50 100.0 0.0  41.0 0.50 100.0 0.0 
43.0 0.50 100.0 0.0  42.0 0.50 100.0 0.0 

         
Tiempo 
(min) 

Flujo  
(mL/min) 

bA(1–16)      
A: 

Agua/TFA 0.07% 
B: 

ACN 
   

0.0 0.50 100.0 0.0      
1.00 1.00 100.0 0.0      
20.00 1.00 90.0 10.0      
40.00 1.00 80.0 20.0      
45.00 1.00 0.0 100.0      
55.00 1.00 0.0 100.0      
56.00 1.00 100.0 0.0      
60.00 1.00 100.0 0.0      
61.00 0.50 100.0 0.0      

 

El porcentaje de pureza de los péptidos se estimó como el cociente del área del pico de interés 

entre la suma de todas las áreas de todos los picos presentes en el cromatrograma, 

multiplicado por 100. Para este estudio se utilizaron péptidos con un porcentaje de pureza 

igual o mayor al 95%, ver Tabla 7.6.  
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Tabla 7.6. Pureza de los péptidos sintetizados 

 

 

Todos los análisis de pureza fueron validados con la prueba de pureza de pico o prueba de 

pureza espectroscópica. Ésta tiene como finalidad descartar la co-elución de dos compuestos 

en un mismo pico. La prueba de pureza de pico se basa en la medición de la heterogeneidad 

de los espectros de absorción electrónica en la región UV-Vis (200–800 nm) en tres puntos 

diferentes del pico de interés. La heterogeneidad atribuible al ruido del detector se conoce 

como umbral de pureza, mientras la heterogeneidad observada en los espectros del pico de 

interés se conoce como ángulo de pureza. De tal forma que, un pico espectroscópicamente 

puro es aquel que tiene un ángulo de pureza igual o menor al umbral de pureza.  Todos los 

porcentajes de pureza reportados en la Tabla 7.6 corresponden a análisis en los que el pico 

de interés es espectroscópicamente puro.  

 

7.2. Competencia por Cu2+ entre el péptido bA(1–16) y la proteína prion 

En esta etapa se prepararon los complejos Cu2+-PrP y fueron titulados con el péptido bA(1–

16). Todas las titulaciones se monitorizaron por dicroísmo circular electrónico (CD, por sus 

siglas en inglés) y resonancia de espín electrónico (ESR, por sus siglas en inglés). 

 

Materiales y reactivos: N-etilmofolina (NEM), glicerol, sulfato de Cu2+ pentahidratado 

(CuSO4•5H2O), cloruro de sodio, celdas de cuarzo de 10 mm de paso óptico y tubos para  

ESR de 0.4 mm de diámetro interno.  

 

Métodos 

Péptido  % de pureza   

PrP(60–91) 95 % 
PrP(92–99) 99 % 

PrP(106–115) 97 % 
PrP(106–115) 

Met/Ile 97 % 

PrP(111–116) 99 % 
bA(1–16) 98–99 % 
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Preparación de muestras: Los liofilizados de los fragmentos 60–91, 92–99, 106–115 y 

111–116 de la PrP se pesaron en una microbalanza Mettler Toledo y se disolvieron en una 

solución amortiguadora de NEM 100 mM con 50% a un pH de 7.5. Estas soluciones se 

prepararon a diferentes concentraciones en función del modo de coordinación a formar, ver 

tabla 5. Las concentraciones de PrP fueron verificadas utilizando los coeficientes de extinción 

molar de cada péptido, los cuales se determinaron previamente en la solución amortiguadora 

de trabajo. Para formar los complejos Cu2+-PrP, se agregaron alícuotas de una solución madre 

de CuSO4 (25 mM), las concentraciones finales Cu2+ en cada caso se indican en la Tabla 7.7.    

 
Tabla 7.7. Concentraciones de PrP y sulfato de Cu2+ utilizadas para formar los diferentes modos de 
coordinación Cu2+-PrP. 

Péptido Concentración de PrP 
(mM) 

Concentración de Cu2+ 
(mM) 

Cu2+-PrP(60–91)_Modo de baja ocupación 0.80  0.17  
Cu2+-PrP(60–91)_Modos de alta ocupación 0.30  0.60  

PrP(92–99) 0.30  0.24  
PrP(106–115) 0.30  0.24  

PrP(111–116)_Modo I 0.80  0.20  
PrP(111–116)_Modo II 0.50  0.40  

 

Los complejos Cu2+-PrP se titularon con alícuotas de 0.2 en 0.2 equivalentes de bA(1–16) 

hasta 2.0 equivalentes utilizando una solución madre de bA(1–16) a una concentración de 5 

mM. Todas las titulaciones se realizaron al menos por duplicado.  

   

Dicroísmo circular electrónico (CD). En todas las titulaciones de los complejos Cu2+-PrP, 

se midieron los espectros de CD de las muestras correspondientes a la adición de 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0 y 2.0 equivalentes de bA(1–16). Las lecturas se realizaron a temperatura 

ambiente, en un espectropolarímetro marca Jasco, modelo J-815, utilizando celdas de cuarzo 

de paso óptico de 10 mm. Se realizaron dos lecturas de cada muestra de 250–300 a 800 nm, 

a una velocidad de escaneo de 200 nm/min.  

     

Resonancia de espín electrónico (ESR). En todas las titulaciones de los complejos Cu2+-

PrP se midieron los espectros de ESR correspondientes a 1.0 y 2.0 equivalentes de bA(1–

16). En la titulación de los modos de alta ocupación de Cu2+-PrP(60–91) se midió 0.4 

equivalentes de bA(1–16) y en la titulación del Modo II de Cu2+-PrP(111–116) los espectros 

de 0.2 y 0.6 equivalentes de bA(1–16). Todos los espectros de ESR se midieron en un equipo 
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de onda continua, banda X, marca Bruker, acoplado a un sistema de enfriamiento con 

nitrógeno líquido y empleando las condiciones indicadas en la Tabla 7.8.  

 

 
Tabla 7.8. Condiciones empleadas para medir los espectros de ESR 

Frecuencia 9.4 
Temperatura 150 K 

Modulación de amplitud 5 G 
Modulación de frecuencia 100 kHz 

Poder de la microonda  100 mW 
Frecuencia 9.4 

 

7.3. Reactividad de los complejos Cu2+-PrP con óxido nítrico 

En esta etapa se prepararon los complejos Cu2+-PrP y se evaluó su reactividad con NOC-12 

y NOC-9 (donadores de NO•) empleando la técnica de absorción electrónica en la región 

UV-vis. 

 

Materiales y reactivos. 4-Ethylmorpholina (NEM), sulfato de Cu2+ pentahidratado 

(CuSO4•5H2O), NOC-12 (cada molécula de NOC-12 dona dos moléculas de NO•) y celdas 

de cuarzo anaeróbicas de 10 mm de paso óptico. 

 

Métodos  

Preparación de los complejos Cu2+-PrP: los liofilizados de los fragmentos 92–99, 106–115 

y 111–116 de la PrP se pesaron en una microbalanza Mettler Toledo en cantidades necesarias 

para formar obtener una concentración final de 1 mM. Los péptidos se disolvieron en una 

solución amortiguadora de NEM 100 mM sin glicerol a un pH de 7.5. Para formar los 

complejos Cu2+-PrP, se agregó una alícuota de una solución de CuSO4 (25 mM) 

correspondiente a 0.9 equivalentes de Cu2+. Las soluciones de los complejos Cu2+-PrP se 

colocaron en celdas de cuarzo anaeróbicas y se redujo la concentración de oxígeno en las 

muestras alternando ciclos de alto vacío y N2(g) en una línea Schlenk.  

 

Preparación de la solución madre de NOC-12: se pesó el donador de NO• (NOC-12) en 

un vial anaerobio. Posteriormente, se purgó el vial alternando ciclos de alto vacío y N2(g) en 
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una línea Schlenk y se disolvió el NOC-12 en solución amortiguadora previamente saturada 

con N2(g).   

 

Espectroscopia de absorción electrónica (UV-vis) en modo cinética: la solución con el 

Cu2+-PrP se colocó en el espectrofotómetro UV-vis con flujo continuo de N2(g) y se midió el 

espectro de absorción electrónica. Posteriormente se agregó una alícuota de la solución madre 

de NOC-12 suficiente para alcanzar una concentración final de 1.5 mM, la cual corresponde 

a una relación estequiometrica 1:3 de PrP:NO. Inmediatamente después de agregar el NOC-

12 se inició la lectura de los espectros de absorción electrónica en el modo cinética, cada 15 

segundos, durante 9 h, a 37 °C.    
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