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Resumen 
 

Los péptidos β-amiloide (Aβ) son biomarcadores de la enfermedad de 

Alzheimer (EA) y han sido implicados en su etiopatogenia. El péptido Aβ(1-42) 

es uno de los componentes predominantes de las placas amiloides y de los 

ovillos neurofibrilares detectados en la EA. La desregulación de la homeostasis 

intracelular del Ca2+ y de hierro en neuronas, y el estrés oxidativo en el cerebro 

tienen lugar en las etapas iniciales de la EA. Los rafts lipídicos de la membrana 

plasmática desempeñan un papel clave en la internalización del péptido Aβ(1-

42) en las neuronas. La calmodulina (CaM), una proteína de unión del calcio 

citosólico y de señalización del calcio en neuronas, es una de las proteínas 

intracelulares con mayor afinidad por Aβ(1-42). En base a estos antecedentes, 

en esta tesis hemos estudiado las interacciones del Aβ(1-42) con la CaM y la 

calbindina-D28k (que se expresa a niveles altos en las regiones cerebrales 

afectadas en la EA), y con enzimas redox asociadas a los “rafts” lipídicos 

utilizando un método fluorescente para medir la formación de complejos Aβ(1-

42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k. A partir de estudios de docking hemos 

diseñado un péptido que es un potente inhibidor de la formación de los complejos 

Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k. Además, hemos evaluado otros 

posibles antagonistas y moduladores de la formación de estos complejos: hexa-

histidina, iones metálicos (Fe3+, Cu2+ y Zn2+), dos flavonoides (kaempferol y 

epigalocatequina) y dos antagonistas de la CaM (trifluoperazina y compuesto 48-

80). Se analizan las implicaciones de los resultados para las disfunciones 

neuronales inducidas por el péptido Aβ(1-42). 

Palabras clave: Péptidos β-amiloide, Aβ(1-42), calmodulina, calbindina-D28k, 

péptidos antagonistas, hexa-histidina, citocromo b5 reductasa, óxido nítrico 

sintasa, Fe3+, Cu2+, Zn2+, flavonoides, antagonistas de calmodulina.  
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Abstract 
 

 Amyloid-β peptides (Aβ) are recognized biomarkers of Alzheimer’s 

disease (AD), and have been implied in AD etiopathogenesis. The peptide Aβ(1-

42) is one of the major components of amyloid plaques and of neurofibrillary 

tangles detected in AD. Dysregulation of intracellular Ca2+ and iron homeostasis 

in neurons, and brain oxidative stress take place in the initial stages of AD. Lipid 

rafts of the plasma membrane play a major role in the internalization of Aβ(1-42) 

in neurons. The calmodulin (CaM), a multifunctional  cytosolic calcium binding 

and signaling protein in neurons, is one of the intracellular proteins with higher 

affinity for Aβ(1-42) soluble oligomers. On these grounds, in this Ph.D. thesis we 

have studied the interactions of Aβ(1-42) soluble oligomers with CaM and 

calbindin-D28k (another calcium binding protein highly expressed in the brain 

regions more dysfunctional in AD), and with redox enzymes associated to lipid 

rafts, using a novel fluorescent method that measures the formation of Aβ(1-

42):CaM and Aβ(1-42):calbindin-D28k complexes. Docking analysis of these 

complexes led us to design a peptide that behaves as a potent inhibitor of their 

formation, i.e. an antagonist peptide of  Aβ(1-42) complexation with these calcium 

binding proteins. In addition, we have experimentally evaluated the putative 

antagonist and/or modulatory effects of other compounds in the formation of 

these complexes, namely, hexa-histidine, metallic cations (Fe3+, Cu2+ and Zn2+), 

two flavonoids (kaempferol and epigallocatechin) and two CaM antagonists 

(trifluoperazine and compound 48-80). The implications of these results for 

neuronal dysfunctions that have been reported to be induced by Aβ(1-42) are 

analyzed. 

Keywords: Amyloid-β peptides, Aβ(1-42), calmodulin, calbindin-D28k, 

antagonist peptides, hexa-histidine, cytochrome b5 reductase, nitric oxide 

synthase, Fe3+, Cu2+, Zn2+, flavonoids, calmodulin antagonists. 
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Abreviaturas 
Aβ: péptido β-amiloide  
APP: proteína precursora amiloide 
BAPTA: ácido 1,2 bis(2-aminofenoxi) etano-N,N´,N´´-tetraacético 
BSA: albúmina de suero bovino 
BSA/ASA: relación entre el área de superficie no accesible/accesible 
C48-80: compuesto 48-80 
CaM: calmodulina 
CaMBP: proteína de unión a la calmodulina 
CaMK: proteína quinasa dependiente de calcio y calmodulina 
Cb5: citrocromo b5 
Cb5R: citocromo b5 reductasa 
CGN: neuronas granulares del cerebelo 
DFA: desferoxamina 
DMSO: dimetil sulfóxido 
EA: enfermedad de Alzheimer (Abstract en inglés: AD, Alzheimer’s disease) 
EA-f: enfermedad de Alzheimer familiar 
EDTA: ácido etilén diamino tetraacético 
FRET: transferencia de energía de fluorescencia 
Hepes: Ácido N- [2-hidroxietil] piperazina-N-[ácido 2 -etanosulfónico]  
HO-1: hemooxigenasa-1 
IC50: concentración que produce el 50% de efecto máximo 
IP3R: receptores de IP3 
IPTG: isopropil β D-tiogalactósido 
kDa: kilodalton 
LB: caldo de lisogenia 
LTCC: canales de calcio operados por voltaje de tipo L 
LTP: potenciación postsináptica de largo plazo 
MAM: membranas asociadas a mitocondria 
MCU: uniportador de calcio mitocondrial 
NCP: neocuproína 
NCX: intercambiador sodio-calcio 
NMDAR: receptores de N-metil D-aspartato 
nNOS: óxido nítrico sintasa neuronal 
PBS: tampón fosfato salino 
PBST: PBS suplementado con 0,2% Tritón X-100 
PMCA: bomba de calcio de la membrana plasmática 
PMSF: fluoruro de fenil metil sulfonilo 
PSEN: presenilina 
Qmax: extinción máxima de fluorescencia 
RE: retículo endoplasmático 
RMN: resonancia magnética nuclear 
ROS y RNS: radicales libres del oxígeno y del nitrógeno, respectivamente 
RYR: receptores de rianodina 
SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil-sulfato de 
sodio. 
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S.E.: error estándar 
SHE: electrodo estándar de hidrógeno 
TFP: trifluoperazina 
TPEN: N, N, N', N' -tetrakis(2-piridil metil) etilenediamina 
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15 
 

Lista de figuras  
 
Figura 1. Polimorfismo conformacional de los péptidos β-amiloide neurotóxicos. [Tomado de Cheng et al., 
2017]. ......................................................................................................................................................... 20 

Figura 2. Esquema de las mutaciones familiares de la enfermedad de Azheimer (FAD), que facilitan la 
transferencia de calcio entre el retículo endoplasmático (RE) y la mitocondria. ....................................... 28 

Figura 3. Conformaciones adoptadas por la CaM: (a) apo-CaM (PDB ID: 1CFD) y (b) holo-CaM (Ca2+-CaM, 
PDB ID: 1CLL). ............................................................................................................................................. 32 

Figura 4.  Implicaciones funcionales de la asociación de los sistemas de transporte de calcio y generadores 
de ROS/RNS en la membrana plasmática neuronal. .................................................................................. 44 

Figura 5. Cinética de formación de complejo entre Aβ(1-42) y CaM monitorizada por el incremento de la 
fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. ........................................................................................... 57 

Figura 6. La estructura 1 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(1-42):CaM obtenido usando 
los archivos PDB ID: 1Z0Q para el péptido Aβ(1-42) y 1CLL para la CaM saturada con Ca2+. ..................... 59 

Figura 7. La estructura 2 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(1-42):CaM obtenido usando 
los archivos PDB ID: 1IYT para el péptido Aβ(1-42) y 1CLL para la CaM saturada con Ca2+. ...................... 60 

Figura 8. Resultado de las simulaciones de estructuras modelo más probables de los complejos entre el 
péptido VFAFAMAFML y el péptido Aβ(1-42) y entre el péptido VFAFAMAFML y la CaM saturada con Ca2+ 
generados “in silico” utilizando el CABS-dock Web Server. ....................................................................... 63 

Figura 9. El péptido sintético VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal aminado) antagoniza la formación del 
complejo Aβ(1-42):CaM. ............................................................................................................................ 64 

Figura 10. Cinética de formación del complejo entre el péptido Aβ(1-42) y la calbindina-D28k monitorizado 
por el incremento de la fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. ..................................................... 67 

Figura 11. El péptido sintético VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal amidado) antagoniza la formación 
del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k. .................................................................................................... 68 

Figura 12. Estructuras de los modelos seleccionados para la formación del complejo Aβ(1-42):calbindina-
D28k obtenidas in silico utilizando los archivos PDB ID: 1IYT para el péptido Aβ(1-42) y 6FIE para la 
calbindina-D28k. ......................................................................................................................................... 71 

Figura 13. El péptido Hexa-His antagoniza la formación del complejo Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-
D28k. .......................................................................................................................................................... 72 

Figura 14. Efecto de la poli-His6 en la cinética de formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555:His6.
 .................................................................................................................................................................... 73 

Figura 15. Modelos de la formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555:His6 generado con 
MDockPeP Server a partir de la estructura del péptico Aβ(1-42) (PDB ID: 1IYT) y la secuencia del péptido 
His6. ............................................................................................................................................................ 74 

Figura 16. Colocalización y FRET entre Cb5R y Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555............................................... 76 

Figura 17. La estructura 1 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(1-42):Cb5R obtenido usando 
los archivos PDB ID: 1IYT para el péptido Aβ(1-42) y 1UMK para la Cb5R. ................................................. 77 

Figura 18. La estructura 2 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(1-42):Cb5R obtenido usando 
los archivos PDB ID: 1IYT para el péptido Aβ(1-42) y 1UMK para la Cb5R. ................................................. 79 

Figura 19. La estructura 1 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(25-35):Cb5R obtenido usando 
la secuencia de aminoácidos de para el péptido Aβ(25-35) y 1UMK para la Cb5R. .................................... 80 



16 
 

Figura 20. La estructura 2 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(25-35):Cb5R obtenido usando 
la secuencia de aminoácidos de para el péptido Aβ(25-35) y 1UMK para la Cb5R. .................................... 82 

Figura 21. Simulaciones de acoplamiento restringidas para eritrocitos humanos Cb5R y Aβ(1-40). ......... 83 

Figura 22. Efecto de cola de poli-His6 en la actividad NADH:Cb5 reductasa de la Cb5R. ............................ 85 

Figura 19. Dependencia de la actividad ferricianuro reductasa de la Cb5R con la concentración del péptido 
Aβ(1-42). ..................................................................................................................................................... 87 

Figura 24. Titulación con el péptido Aβ(1-42) de la fluorescencia del grupo FAD de la Cb5R soluble humana 
recombinante con la cola de poli-His6. ....................................................................................................... 88 

Figura 25. Dependencia del incremento de la intensidad de fluorescencia del FAD (ΔF/F0) con la 
concentración de los péptido Aβ(1-42) y Aβ(25-35) por unión específica a la Cb5R soluble humana 
recombinante con cola de poli-His6. .......................................................................................................... 90 

Figura 26.  A) Espectro de emisión de la Cb5R soluble humana recombinante con cola de poli-His6 con 
excitación a 460 nm (negro). ...................................................................................................................... 91 

Figura 27. Efecto de metales la interación de péptido Aβ(1-42) con la CaM. ............................................ 92 

Figura 28. Efecto de la DFA y de Fe3+ en la cinética de formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-
Fluor555:CaM. ............................................................................................................................................ 93 

Figura 29. Efecto de la DFA y de Fe3+ en la cinética de formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-
Fluor555:calbindina-D28k. ......................................................................................................................... 95 

Figura 30. Titulación de la fluorescencia de 10 nM Badan-CaM con la concentración de BAPTA. ............ 96 

Figura 31. Efecto de la TFP y del compuesto 48-80 (C48-80) en la cinética de formación del complejo Aβ(1-
42) HiLyteTM-Fluor555:CaM. ....................................................................................................................... 98 

Figura 32. Efecto de los flavonoides kaempferol y epigalocatequina en la formación del complejo Badan-
CaM:Aβ(1-42). ............................................................................................................................................ 99 

Figura 33. Efecto del péptido Aβ(1-42) en la actividad de la nNOS humana  recombinante medida con los 
métodos de NADPH-oxidasa (negro) y de la hemoglobina (gris). ............................................................ 100 

Figura 34. La viabilidad de las células HT-22 (línea celular inmortalizada derivada de neuronas de 
hipocampo de ratón) no se afecta significativamente por incubación con el péptido VFAFAMAFML a 
concentraciones (0,1-1 µM) durante 24 horas. ........................................................................................ 108 

Figura 35. Resultado de la electroforesis (tricina-SDS PAGE) de las soluciones del péptido Aβ(1-42) 
utilizadas en esta tesis doctoral. .............................................................................................................. 124 

Figura 36. Mapa del vector pET-15b de GenScript [https://www.genscript.com/gsfiles/vector-
map/bacteria/pET-15b.pdf?1617385216]................................................................................................ 125 

Figura 37 La electroforesis SDS-PAGE  incluida en esta figura demuestra el elevado grado de pureza de la 
calbindina-D28k humana recombinante purificada en esta tesis doctoral y la eliminación de la cola de poli-
His6 por tratamiento con el kit Thrombin Clean CleavageTM. .................................................................. 127 

  



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introducción 
 



18 
 

1.1. El péptido β-amiloide: su papel como biomarcador de la enfermedad 
de Alzheimer (EA) y su implicación en la patogénesis de la EA. 

 
El péptido β-amiloide (Aβ) es un producto escindido de la región C-

terminal de una proteína mucho más grande, la glicoproteína transmembrana 

tipo I expresada de forma ubicua, denominada proteína precursora amiloide 

(APP), cuya función aún se desconoce [Gaggelli  et al., 2006]. Normalmente es 

escindida por una enzima llamada “α-secretasa” por una vía que no conduce a 

la producción de Aβ. Sin embargo, la escisión anormal por otras dos “secretasas” 

produce péptidos Aβ neurotóxicos, en el extremo NH2-terminal por la β-secretasa 

(la cual ha sido identificada como BACE1) [Nunan y Small, 2000], y en el COOH-

terminal, por la γ-secretasa (un complejo de presenilinas, nicastrina, pen-2 y aph-

1) [Nunan y Small, 2000]. El sitio de escisión de la γ-secretasa no está bien 

definido y por esta causa se forman péptidos Aβ de longitudes variables, de 39 

a 43 residuos de aminoácidos. Los más abundantes son Aβ(1-40) y Aβ(1-42) en 

una proporción de aproximadamente 10:1, siendo este último significativamente 

más neurotóxico y el componente principal de las placas seniles [Younkin, 1998]. 

Aunque Aβ se produce predominantemente en las membranas plasmáticas y se 

extruye al espacio extracelular donde se deposita formando las placas seniles, 

que son características de la EA, aunque también se puede producir en las 

membranas dentro de las neuronas y extruirse al citosol [LaFerla et al., 2007]. 

Existe un equilibrio dinámico entre Aβ intracelular y extracelular, al menos en 

parte por transporte activo a través de la unión al receptor de acetilcolina 

nicotínico α7 (α7nAChR) [Nagele et al., 2002] y al receptor de productos finales 

de glicación avanzada (RAGE) [Deane  et al., 2003]. 

La secuencia del péptido Aβ(1-42) es: 

1    5     10     15 

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln 

16    20     25     30 

Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala 

31    35     40  42    

Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala    

 

Los primeros 16 residuos aminoácidos del péptido Aβ(1-42) son en gran 

parte hidrofílicos. Los residuos restantes comprenden un dominio en gran parte 
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hidrofóbico. Los residuos, His13 e His14, forman un sitio de unión para cobre 

(Cu(II). Se ha reportado una afinidad atomolar (10-17) por Cu(II) para Aβ(1-42), 

pero sustancialmente menor para Aβ(1-40) [Atwood  et al., 2000]. La alta afinidad 

por Cu(II) del sitio His13His14 ha sido respaldada por modelos computacionales 

[Raffa et al., 2005]. Los estudios espectroscópicos del fragmento peptídico Aβ(1-

28) sugieren la implicación adicional de la His6, y del aminoácido NH2-terminal, 

pero no de la Tyr10, en la unión del Cu(II) [Syme et al.,2004]. La unión del Cu(II) 

en Aβ(1-40), tanto en el monómero como en las fibrillas, es mononuclear con 

tres ligandos de nitrógeno y un ligando de oxígeno, es decir, coordinación N3O1 

[Karr  et al.,2004]. 

  Los péptidos Aβ(1-40) y Aβ(1-42) promueven directamente el estrés 

oxidativo mediado por los radicales libres [Butterfield, 1999]. Huang et al. (1999) 

han reportado que el complejo Cu(II)/Aβ tiene un potencial de reducción 

relativamente alto E0= +0,71-0,77 V frente al electrodo estándar de hidrógeno 

(SHE) y en presencia de metionina u otros agentes reductores, como el ácido 

ascórbico, produce peróxido de hidrógeno. Sin embargo, el único residuo de 

metionina de estos péptidos β-amiloide, la Met35, no es esencial para la 

neurotoxicidad [Ciccotosto et al., 2004], pero si está presente, la toxicidad parece 

correlacionarse con la capacidad de este residuo de Met del péptido Aβ para ser 

oxidado por Cu(II) [Varadarajan  et al., 2001, Pogocki  y Schoneich, 2002]. 

 El dominio estructural central del péptido β-amiloide, Aβ(12-23), ha sido 

identificado como el sitio de autorreconocimiento [Tjernber et al., 1996] para la 

formación de dímeros y oligómeros superiores (ver la Figura 1). Esta región 

también es el sitio de unión para el colesterol [Yao  y Papadopoulos, 2002], la 

apopoliproteína E (ApoE) [Sadowski  et al., 2006], el receptor α7nAChR [Wang  

et al., 2000], y la alcohol deshidrogenasa de unión al péptido beta amiloide 

(ABAD) [Lustbader  et al., 2004]. Aβ también se une con alta afinidad a la enzima 

catalasa, pero a través del motivo Aβ(31-35) [Milton et al., 1999]. Aparentemente, 

existe una inhibición mutua de la función en el complejo Aβ/catalasa, 

posiblemente por la interacción de la cadena lateral Met35 con el sitio activo que 

contiene el hierro de la catalasa. Se inhibe la producción de H2O2 por Aβ y 

también se inhibe el procesamiento de H2O2 por catalasa [Milton et al., 1999].  
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El pliegue en horquilla de cada monómero Aβ en la fibrilla está 

estabilizado por un puente salino entre Asp23 y Lys28. La precipitación de Aβ es 

promovida por iones metálicos, principalmente Zn(II), pero también por Cu(II), 

Fe(III) [Lovell  et al.,1999, Cuajungco  et al.,2000] y Al(III) [House et al.,2004]. 

Bajo diferentes condiciones experimentales, el Cu(II)- Aβ depositado puede ser 

fibrilar [Karr  et al.,2004], o amorfo, es decir, sin lámina beta [House et al.,2004]. 

Se ha sugerido que, en la EA, como en otras enfermedades amiloideas como el 

Parkinson, la enfermedad de Huntington y la demencia con cuerpos de Lewy, la 

deposición de las placas en realidad puede ser un mecanismo protector que 

inactiva la toxicidad extrema de las especies oligoméricas intermedias 

[Cuajungco et al.,2000; Cohen et al.,2006; Terry et al.,1991; Hartley et al.,1999]. 

Las placas de Aβ en la EA están enriquecidas en Aβ(1-42) y Cu(II), así como en 

Zn(II), Fe(III) [Lovell et al.,1998] y otros iones metálicos [Cornett  et al.,1998; 

Exley,  2001], lo que sugiere que estos iones metálicos pueden estar formando 

complejos con Aβ en la forma oligomérica neurotóxica soluble.  

 

Figura 1. Polimorfismo conformacional de los péptidos β-amiloide neurotóxicos. 
[Tomado de Cheng et al., 2017]. 
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Estudios realizados con modelos celulares y animales de la EA [Younkin, 

1998; Billings et al., 2005; Oakley et al., 2006; Knobloch et al., 2007] y en 

muestras de cerebro de enfermos de Alzheimer [Zhang et al., 2002; Walsh et al., 

2002] han conducido a concluir que las formas oligoméricas solubles (dímeros, 

trímeros u otros oligómeros de pequeño tamaño) son las especies más 

citotóxicas de Aβ y que las placas de Aβ pueden ser consideradas reservorios 

de estas especies neurotóxicas [Hu et al., 2009]. Este punto ha sido ampliamente 

avalado por estudios realizados con modelos animales. Por ejemplo, un estudio 

realizado con ratas demostró que la inyección intracraneal de oligómeros 

solubles del péptido Aβ(1-42) produce más neurodegeneración, una mayor 

respuesta inflamatoria y una caída más rápida del aprendizaje y memorización 

que la inyección de Aβ(1-42) fibrilar [Friedrich et al., 2010]. En otro estudio se ha 

demostrado que los oligómeros solubles del péptido Aβ(1-42) inyectados en el 

ventrículo lateral de ratas y macacos difunden en el cerebro y se acumulan en 

varias regiones asociadas con la memoria y funciones cognitivas, dónde inducen 

la fosforilación de la proteína tau, la activación de la microglía y la pérdida de 

sinapsis sin que sea detectable la presencia de agregados fibrilares de Aβ en 

estas regiones [Jin et al., 2016] . Los resultados con cerebros de macacos tienen 

una especial relevancia para la evaluación crítica de los mecanismos 

moleculares implicados en la patogénesis de la EA, debido a su similitud con los 

cerebros de humanos. Adicionalmente, los oligómeros de Aβ inducen también 

otros mecanismos moleculares que están implicados en el desarrollo del proceso 

neurodegenerativo en el cerebro de enfermos de Alzheimer, como desregulación 

de la homeostasis del calcio, estrés del retículo endoplasmático, disfunción 

mitocondrial y activación de vías de muerte celular de tipo apoptótico [Bahr et al., 

1998; Tang, 2009].      

La toxicidad de los péptidos Aβ se atribuyó inicialmente a su capacidad 

para generar especies reactivas de oxígeno e inducir estrés oxidativo e 

inflamación. Los efectos tóxicos son más agudos con las formas agregadas 

soluble de Aβ. Cuando forma un complejo con Cu(II), Aβ es un oxidante 

moderado y puede generar H2O2 en presencia de aire y un agente reductor como 

el ascorbato. Se ha demostrado experimentalmente que el complejo Cu(II)/ Aβ(1-

40) tiene una coordinación N3O1 [Cuajungco  et al., 2000]. Se ha demostrado 
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mediante estudios Ab initio de complejos modelos [Raffa  et al., 2005] y mediante 

simulaciones de dinámica Molecular de Cu(II)/ Aβ(1-42) [Raffa  y Rauk, 2007] 

que a pH fisiológico las estructuras más estables tienen coordinación N3O1 que 

involucra a las His13 e His14, una tercera His (His6 en una especie monomérica 

u otra His de una especie oligomérica), y el átomo de O de la His13. Los estudios 

Ab initio indican que dichas especies tendrían potenciales de reducción 

modestos, E0 > 0,0 V frente al SHE [Raffa et al., 2007]. Igualmente probable a 

pH = 7 o superior es la formación de un complejo N3O1 alternativo que implica, 

además de las His13 e His14, la intervención del átomo de N de la amida 

desprotonada y el carboxilato del Glu22. Sin embargo, dicho complejo tendría un 

potencial de reducción muy bajo, E0 ≈ -0,4 V frente al SHE [Raffa et al., 2007]. El 

potencial de reducción determinado experimentalmente, E0 = +0,72-0,77 V frente 

al SHE [Raffa et al., 2005] indica que la diferencia de energía libre entre la 

especie Cu(II) y la especie Cu(I) reducida es de aproximadamente 70 kJ·mol-1. 

Esto es aproximadamente 50 kJ·mol-1 más alto que el valor del par redox 

Cu(II)/Cu(I), E0 = 0,17 V frente al SHE, y representa una desestabilización de la 

especie Cu(II)/Aβ de 50 kJ·mol-1 relativa a especies Cu(II)/Aβ. En un complejo 

monomérico de Cu/ Aβ, es poco probable que se logre un potencial de reducción 

que sea sustancialmente diferente del Cu2+ acuoso, ya que la pequeñez del 

péptido impide restringir las especies de Cu(II) a una configuración de alta 

energía. Por lo tanto, la conclusión de este modelo de estudio redox [Raffa et al., 

2007] es que el alto valor medido experimentalmente es más probable que sea 

representativo de una especie oligomérica de Aβ que contiene cobre y, por lo 

tanto, respalda la noción de estrés oxidativo inducido por especies oligoméricas. 

Dado que la reducción de Cu(II) a Cu(I) es un proceso de un solo electrón, la 

generación de radicales libres que pueden iniciar la peroxidación lipídica debe 

preceder a la producción de H2O2. La peroxidación lipídica resultante produce 4-

hidroxinonenal (HNE) y otros compuestos carbonílicos reactivos. El HNE por sí 

mismo es una señal de apoptosis [Peng et al., 2007]. El HNE también produce 

reacciones de adición de Michael con los residuos de His de Aβ, y los aductos 

HNE/Aβ aceleran la oligomeración de las especies neurotóxicas de Aβ [Murray 

et al., 2007]. La especie radical libre que inicia la peroxidación lipídica es incierta. 

Es poco probable que sea el anión superóxido, ya que O2.- no puede penetrar en 

el interior de la membrana (pKa (HO2.) = 4,8) excepto en condiciones de acidosis 
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severa. Por otro lado, un radical hidroxilo (OH· derivado de la reducción del H2O2) 

tendría un tiempo de vida demasiado corto para atravesar la capa formada por 

las cabezas polares de la bicapa lipídica de una membrana, debido a su alta 

reactividad. El H2O2, el precursor del hidroxilo, puede difundir en el interior de la 

bicapa lipídica de la membrana pero requiere la presencia improbable de un 

metal reducido también dentro de la membrana para generar OH.. Por estas 

razones [Brunelle y Rauk,  2002 y Brunelle et al., 1999] propusieron que el 

residuo de Met35 sufre oxidación intramolecular por el Cu(II) unido al Aβ. Se ha 

mostrado computacionalmente que el catión radical de azufre resultante podría 

extraer un átomo de hidrógeno de un residuo de Gly cercano de una lámina β 

antiparalela, generando así un radical glicilo centrado en α-C estabilizado 

captodativamente. Tal radical, o su aducto de oxígeno (un radical peroxi, ROO·), 

podría sobrevivir el tiempo suficiente y es suficientemente hidrofóbico para ser 

transportado al interior de la membrana. La entalpía de disociación del enlace 
αC-H de un residuo de Gly, aunque solo es de 350 kJ·mol-1 [Rauk et al., 1999], 

en comparación con el alquilo C-H (≈ 400 kJ·mol-1 y ·OH en agua (498 kJmol-1), 

sigue siendo sustancialmente mayor que el grupo bis(vinílico) metileno (-CH = 

CH – CH2 – CH = CH -) de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), 270 kJ·mol-

1. Por lo tanto, un radical glicilo o su derivado peroxi puede iniciar la peroxidación 

lipídica mediante la abstracción de un átomo de H del CH2 central. Además, el 

Aβ se une al colesterol y un complejo oligomérico Cu(II)/Aβ puede oxidar el 

colesterol a 7β-hidroxicolesterol, un derivado altamente neurotóxico por sus 

efectos proapoptóticos [Nelson et al., 2005], y se produce H2O2 en cantidades 

estequiométricas en este proceso. Esta reacción tiene una especial relevancia 

porque los niveles de colesterol en las membranas se correlacionan con la unión 

de Aβ a las membranas y con la toxicidad de Aβ, y la afinidad de esta unión y la 

toxicidad aumentan con el estado de agregación de Aβ [Susasinghe et al., 2003]. 
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1.2. Desregulación de la homeostasis intracelular del calcio en la EA y 
sistemas implicados en el control de la homeostasis del calcio y de la 
señalización del calcio neuronal modulados por Aβ. 

 
La conexión entre el calcio y la EA se observó hace varias décadas 

[Khachaturian, 1989], pero los datos recientes han aumentado el apoyo a esta 

hipótesis e implican fuertemente el papel de la alteración de la homeostasis 

intracelular de Ca2+ en la EA. En su versión más actualizada, esta hipótesis 

afirma que las interacciones de la señalización del calcio neuronal subyacen no 

sólo al depósito de placa amiloide, sino también a una serie de cambios 

moleculares dentro de la neurona que causan disfunción neuronal [Khachaturian, 

2017]. En la hipótesis del calcio en el envejecimiento cerebral y la EA, 

Khachaturian [Khachaturian, 1994] propone que los cambios sostenidos en la 

homeostasis del calcio podrían ser una vía común para el envejecimiento y los 

cambios neuropatológicos asociados con la EA. La desregulación de la 

homeostasis intracelular de Ca2+ en la EA ha sido confirmada experimentalmente 

en numerosos trabajos experimentales. La primera evidencia experimental de la 

desregulación del calcio intracelular en la EA se reportó hace más de 25 años en 

células de fibroblastos aisladas de pacientes con EA [Peterson et al., 1994]. 

Posteriormente, se ha reportado que las concentraciones de Ca2+ en reposo en 

las espinas y las dendritas de las neuronas piramidales del neocórtex cerebral 

son más altas de lo normal en las neuronas ubicadas cerca de los depósitos 

amiloides [Kuchibhotla et al., 2008]. Consistente con este hecho, ha sido 

demostrado que la concentración del Ca2+ citosólico en las neuronas corticales 

de los animales 3xTg-AD no estimuladas es de 247 nmol/L, que es más del doble 

del encontrado en los controles no transgenicos (110 nmol/L) [López et al., 2008]. 

Estos resultados han sido confirmados muchos otros estudios que indican que 

la señalización de Ca2+ está desregulada por la elevación sostenida de la 

concentración del Ca2+ citosólico en la EA, revisados en [Berridge, 2011].  

  

Durante la neurotransmisión, un aumento del calcio intracelular tras la 

despolarización de la membrana transmite la señal de activación a las sinapsis. 

La señalización de calcio en las neuronas es, por lo tanto, crucial para la 

neurotransmisión y para mantener la plasticidad sináptica y generar la 

potenciación a largo plazo (LTP), que constituye la base del aprendizaje y la 
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memoria a través del fortalecimiento progresivo de la sinapsis [Morris, 2003 y 

Kawamoto et al., 2012]. La señalización del calcio también regula el metabolismo 

neuronal y la producción de energía celular que es necesaria para mantener la 

transmisión sináptica [Brini, 2014]. Como era de esperar, las interrupciones en la 

señalización de calcio tienen consecuencias debilitantes en la función neuronal. 

Otros estudios en modelos de ratones con EA han respaldado la participación 

omnipresente de la desregulación de la concentración del calcio intracelular en 

la EA, vinculándola con la pérdida de memoria y con el aumento de la toxicidad 

de los péptidos Aβ [LaFerla, 2002, Smith et al., 2005 y Green, et al., 2009]. Otros 

estudios han demostrado que la elevación sostenida de la concentración del 

calcio citoplasmático aumenta la producción de Aβ al desencadenar la 

fosforilación de APP y tau, lo que indica que la desregulación del calcio 

intracelular exacerba la amiloidosis y la patología tau [Querfurth, y Selkoe, 1994;  

Pierrot et al., 2006]. Emilsson et al., (2006) demostraron que la expresión de 

ARNm de los genes implicados en la regulación del calcio está alterada en los 

cerebros con EA. Los resultados de este estudio sugieren además que la 

actividad de los canales de calcio del retículo endoplasmático (RE) está elevada 

en la EA [Emilsson et al., 2006]. Notablemente, se han reportado muchas 

mutaciones en las presenilinas (PSEN) en la EA familiar (EA-f), mutaciones que 

están relacionadas con la desregulación de las vías de señalización del calcio 

intracelular [Supnet y Bezprozvanny,  2010]. Las PSEN1/2 son proteínas 

transmembrana presentes en la mayoría de las endomembranas pero 

predominante en las membranas del RE, donde se ha encontrado que 

interaccionan físicamente con los canales de calcio del RE, incluidos los dos 

principales canales de liberación de calcio del RE, los receptores de inositol 

1,4,5-trisfosfato (IP3R) y los receptores de rianodina (RyR) [Smith, 2005; 

Cheung, 2008; Cheung et al., 2010]. Los ratones portadores de mutaciones 

encontradas en la EA-f muestran una actividad alterada tanto de IP3R como de 

RyR. Se ha documentado que las mutaciones de presinilina aumentan la 

expresión o la sensibilidad de RyR  e IP3R, lo que lleva a una liberación 

exagerada de calcio mediada por RyR e IP3R en respuesta a varios agonistas 

[Smith 2005, Cheung et al., 2010, Chan et al.,  2000, Lee et al., 2006 y Stutzmann 

et al., 2004]. La propia PSEN puede actuar como un canal pasivo de fuga de 

calcio del RE, lo que contribuye también a una liberación exagerada de calcio 
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del RE [Tu et al., 2006]. Además, se ha demostrado que la liberación elevada de 

calcio del RE también precede a la patología de Aβ y estimula la formación de 

Aβ [Green et al., 2008]. Esto es consistente con un estudio previo que mostró 

que la señalización alterada del calcio en fibroblastos derivados de familias 

asintomáticas de EA-f es un fuerte predictor del desarrollo futuro de la 

enfermedad [Etcheberrigaray et al., 1998]. Además, otros estudios han 

demostrado que las mutaciones encontradas en la EA-f en los genes que 

codifican PSEN1 o PSEN2 dan como resultado niveles basales más altos de 

calcio en las neuronas corticales y del hipocampo, debido a la liberación excesiva 

de calcio del RE [Green et al., 2008, Cheung et al., 2010, Chan et al., 2000 y Lee 

et al., 2006]. Adicionalmente, se ha demostrado que los oligómeros del péptido 

Aβ(1-42) promueven la liberación de calcio del RE y, subsiguientemente, la 

muerte celular en neuronas corticales cultivadas [Resende  et al., 2008]. En 

conjunto, los datos acumulados hasta la fecha sugieren fuertemente que la 

liberación exagerada de calcio del RE y las alteraciones de la homeostasis del 

calcio tienen un papel importante en la patogénesis de la EA. 

La disfunción mitocondrial es una característica común en todas las 

enfermedades neurodegenerativas, incluida la EA [Swerdlow et al., 2014;  

Todorova y Blokland, 2017]. De hecho, se cree que la disfunción mitocondrial es 

uno de los principales impulsores avance de estas enfermedades [Cenini et al., 

2010]. Las neuronas dependen particularmente de las mitocondrias para la 

generación de energía para mantener la transmisión sináptica. El cerebro 

representa solo el 2% del peso corporal humana, pero utiliza aproximadamente 

el 20 % del suministro de oxígeno del cuerpo [Mink et al., 1981]. La gran mayoría 

del ATP neuronal se produce a través de la respiración oxidativa mitocondrial 

[Ames, 2000], y las neuronas utilizan este ATP principalmente para generar los 

gradientes iónicos necesarios para la transmisión sináptica [Harris et al., 2012]. 

Las mitocondrias localizadas en las sinapsis tienen, por tanto, un papel muy 

relevante para satisfacer la demanda de energía en estos sitios [Harris et al., 

2012]. 

El calcio intracelular tiene un gran impacto en la función mitocondrial. De 

hecho, el calcio juega un papel directo en la estimulación de las enzimas del ciclo 

del ácido tricarboxílico (TCA) y la cadena de transporte de electrones que 

conducen a una mayor fosforilación oxidativa [Balaban, 2009, Denton, 2009, 
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Carafoli, 2010; Ivannikov y Macleod, 2013] (Figura 2). Las mitocondrias, a su 

vez, regulan la señalización del calcio intracelular secuestrando y amortiguando 

el calcio citosólico. Además, se ha demostrado que la exposición a Aβ aumenta 

los niveles de calcio mitocondrial en las neuronas corticales, lo que promueve la 

muerte celular, porque puede prevenirse bloqueando al uniportador de calcio 

mitocondrial (MCU) [Hedskog et al., 2013]. El complejo MCU regula la captación 

de Ca2+ por las mitocondrias, principalmente a través de las proteínas MICU1 y 

MICU2/3, que son sensores de la concentración del Ca2+ a través de sus 

dominios de mano EF de unión a calcio conservados [Perocchi et al., 2010]. La 

activación de MICU1 también está influenciada por el nivel de expresión de las 

proteínas de unión del Ca2+, que también tienen dominios mano EF que compiten 

con MICU1 por la unión a calcio [Schwaller, 2010]. También se ha demostrado 

que un modelo de ratón con mutaciones EA-f en PSEN1 y APP tenían 

concentraciones elevadas de calcio mitocondrial, que se correlacionó con la 

inducción de la apoptosis en estos animales [Sanz-Blasco et al.,  2008]. La 

sobrecarga de calcio mitocondrial, cuando se combina con otros factores 

estresantes como el daño oxidativo, da como resultado la formación y apertura 

del poro de transmisión de permeabilidad mitocondrial (mPTP) [Kim et al., 2015]. 

Otros estudios han mostrado que el péptido Aβ(1-42) puede inducir apoptosis 

neuronal al promover la sobrecarga de calcio mitocondrial y estimular la apertura 

del mPTP [Calvo-Rodriguez et al., 2000]. La captación mitocondrial excesiva de 

Ca2+ en tales contextos presentaría un problema particular para las mitocondrias 

envejecidas, que son particularmente vulnerables a los niveles altos de Ca2+, ya 

que tienen una capacidad de amortiguación de calcio más bajas y son más 

susceptibles a la sobrecarga de calcio [Panel et al., 2018]. 
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Figura 2. Esquema de las mutaciones familiares de la enfermedad de Azheimer (FAD), 
que facilitan la transferencia de calcio entre el retículo endoplasmático (RE) y la 
mitocondria. El aumento de la liberación de calcio por la activación de los receptores del 
IP3 (IP3R) y de los receptores de rianodina (RyR) en las membranas asociadas a 
mitocondria (MAM) del RE se absorbe a través del canal iónico dependiente de voltaje 
(VDAC) localizado en la membrana mitocondrial externa y del uniportador de calcio 
mitocondrial selectivo de calcio (MCU) en la membrana interna mitocondrial. El aumento 
de la concentración del calcio mitocondrial estimula la fosforilación oxidativa, lo que 
conduce a una mayor generación de especies reactivas del oxígeno (ROS), 
promoviendo el estrés oxidativo celular, la apertura del poro de alta permeabilidad 
mitocondrial (mPTP), el plegamiento incorrecto de proteínas y el colapso proteostático, 
y finalmente induciendo la apoptosis y neurodegeneración [Figura tomada de Ryan et 
al., 2020]. 

 
Se ha demostrado en neuronas de pacientes con EA esporádica y familiar 

y en un modelo de ratón con EA que hay un aumento de los puntos de contacto 

entre el RE y las mitocondrias (MAM) y de la expresión de proteínas asociadas 

a las MAM, incluidos IP3R, RyR y VDAC [Hedskog et al., 2009]. También se 

demostró que la exposición de las neuronas del hipocampo a Aβ aumenta el 

número de MAM y promueve la transferencia de calcio desde el RE a la 

mitocondria [Hedskog et al., 2009]. De manera similar, las células que expresan 

el alelo 4 de la apolipoproteína E (APOE4) asociado a la EA esporádica [Roses 

y Allen, 1996], muestran una actividad de MAM regulada al alza y una 

comunicación entra el RE y la mitocondria más elevada [Tambini et al., 2016], lo 

que sugiere que esta es una característica común en la EA. La PSEN1/2 también 
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se concentra en las MAM [Area-Gomez et al., 2009] (Figura 1) y se ha 

demostrado que las mutaciones de la PSEN1 y de la PSEN2 observadas en la 

EA-f alteran el intercambio de lípidos y la transferencia de calcio entre el RE y 

las mitocondrias [Area-Gomez et al., 2012; Zampese et al., 2011].  

Otros estudios han mostrado que la expresión de las proteínas de unión 

del calcio citosólico calmodulina, calbindinaD28k y parvalbúmina se reduce en 

pacientes con EA y en modelos de la EA [Riascos et al., 2011; McLachlan et al., 

1987; Ahmadian et al., 2015; Ali et al., 2019]. El calcio citosólico en reposo 

constante oscila entre 70 y 150 nM en diferentes tipos de neuronas en cultivo, y 

alcanza un máximo por debajo de 1 µM tras la despolarización transitoria de la 

membrana plasmática por potenciales de acción o por estimulación de 

neurotransmisores excitadores [Berrige 1998; García y Strehler, 1999; LaFerla, 

2002; Brini y Carafoli, 2009; Gutierrez-Merino et al., 2014]. Además, existen 

grandes fluctuaciones dependientes del tiempo y del espacio en las 

concentraciones de Ca2+ dentro de diferentes regiones citosólicas, soma y 

extensiones axodendríticas tras la estimulación neuronal. La asociación de los 

canales de calcio operados por voltaje, los receptores de glutamato NMDA y 

AMPA y las bombas de calcio de la membrana plasmática, con los nanodominios 

de rafts lipídicos de la membrana plasmática conduce a la generación de picos 

transitorios de alta concentración del Ca2+ cerca de la membrana plasmática, 

tanto en el soma como en las sinapsis. [Gutierrez-Merino et al., 2014; Marques-

Da-Silva y Gutierrez-Merino, 2014. Dado que la constante de disociación del 

calcio de la CaM es relativamente alta, entre 0,2 y 0,5 µM [Corbacho et al., 2017; 

Chin y Means, 2000], la potencia de la CaM como tampón de Ca2+ en diferentes 

compartimentos citosólicos de las neuronas no solo depende de la concentración 

local de la CaM, sino también de la concentración local de Ca2+ libre. Las 

fluctuaciones de la concentración de Ca2+ citosólico en las neuronas cambian 

fuertemente el equilibrio entre la conformación abierta saturada de calcio de 

Ca2+-CaM (Ca2+4-CaM) y la conformación cerrada de apo-CaM (menos Ca2+) 

[Corbacho et al., 2017]. Aunque la interacción del péptido Aβ(1-42) con la CaM 

no altera significativamente la unión de Ca2+ a la CaM, la afinidad del péptido 

Aβ(1-42) por la apoCaM es aproximadamente 20 veces menor [Corbacho et al., 

2017]. La conformación de la CaM cambia de una configuración cerrada a abierta 

tras la unión de calcio y permite que Ca2+/CaM se una a proteínas diana 
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intracelulares con alta afinidad (Kd = 10-7 a 10-11) [Kaleka et al., 2012]. La mayoría 

de las proteínas de unión de la CaM (CaMBP) se unen a Ca2+-CaM, mientras 

que un pequeño número de proteínas, como la neuromodulina y la neurogranina, 

solo se unen a la apo-CaM [Kaleka et al., 2012]. 

La CaM saturada de calcio se une con alta afinidad a los péptidos Aβ(1-

42) y Aβ(25-35), como lo demuestra una constante de disociación del complejo 

Aβ:Ca2+4-CaM cercana a 1 nM [Corbacho et al., 2017]. Como resultado, la CaM 

podría tener una alta capacidad para amortiguar las concentraciones de Aβ libres 

intracelulares. Recientemente hemos demostrado [Poejo et al., 2021] que los 

cultivos primarios de neuronas granulares del cerebelo maduras expresan 5,5 ± 

0,5 ng de CaM por µg de proteína total, es decir, aproximadamente 1 µg de CaM 

o 56 ± 6 picomoles de CaM en una placa sembrasa con 2,5 x106 neuronas. 

Además, encontramos que CaM se une ampliamente a los dímeros de Aβ(1-42) 

en las neuronas granulares del cerebelo en cultivos in vitro después de solo 2 

horas de incubación a 37 o C con concentraciones micromolares de dímeros Aβ(1-

42) añadidas al medio extracelular, lo que permitió calcular que la CaM presente 

en estas neuronas puede unir hasta cerca de 120 picomoles de Aβ/2,5 x 106 

neuronas [Poejo et al., 2021]. Este último resultado permitió concluir que en las 

neuronas la CaM es un importante sistema de tamponamiento de las 

concentraciones intracelulares de los péptidos Aβ neurotóxicos, debido a su 

elevada afinidad por estos péptidos. Otras proteínas conocidas por unir péptidos 

Aβ con constantes de disociación cercanas a 1 nM, es decir, con afinidad similar 

a la de la CaM, son la proteína priónica celular [Laurén et al., 2009] y la glucógeno 

sintasa quinasa 3α [Dunning et al., 2015]. Sin embargo, el nivel de expresión de 

estas proteínas en las neuronas es varios órdenes de magnitud inferior al de la 

CaM. 

Los péptidos Aβ y la proteína tau son biomarcadores ampliamente 

establecidos de las características neuropatológicas de la EA, y tau, la proteína 

precursora de amoilode β y la enzima 1 de escisión de APP en el sitio β (BACE1) 

son CaMBP [Padilla et al., 1990; O´Day et al., 2015]. Además, la CaM se une y 

modula la actividad de varias proteínas quinasas involucradas en la 

hiperfosforilación de tau, como la CaMKII, la quinasa dependiente de ciclina 5 y 

la glucógeno sintasa quinasa 3α [Dunning, 2015; Yu et al., 2008]. Tau pertenece 

a la familia de proteínas asociadas a microtúbulos que funcionan en el 
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ensamblaje y la estabilidad de los microtúbulos; la propia tubulina y la proteína 2 

asociada a los microtúbulos también son CaMBP [Hammond et al., 2008; 

Sánchez et al., 2000].  

 

1.3. Las proteínas de unión de calcio en neuronas: CaM y calbindina-
D28k. Estructura, funciones y regionalización de su expresión en el 
cerebro.  

 

La calmodulina es la principal proteína de señalización de Ca2+, es ubicua 

en los organismos eucariotas, altamente conservada, y posee un amplio 

espectro de funciones fisiológicas esenciales. Una de las razones para la diversa 

gama de funciones de la CaM radica en su habilidad para interactuar con muchas 

proteínas y modular su actividad de diferentes maneras. Desde su 

descubrimiento como activador de la fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos 

(PDE) a principio de los años 70, y nombrada como calmodulina por Cheung 

[Cheung, 1980], se ha acumulado una gran cantidad de información acerca de 

su función en el control de procesos fisiológicos importantes, revisados en 

[Berchtold, y Villalobo, 2014]. El conocimiento generado acerca de la estructura 

y funcionalidad de la CaM y sus proteínas diana intracelulares, la dinámica de la 

unión de iones Ca2+ y los mecanismos de interacción con sus múltiples proteínas 

diana, sean estos dependientes o no de Ca2+, es extenso. El calcio se une a la 

CaM, primero en los sitios del dominio COOH-terminal, que son los de mayor 

afinidad, y luego a los dos sitios del dominio NH2-terminal. Sin embargo, en 

presencia de proteínas diana, la unión a calcio se vuelve cooperativa para los 

cuatro sitios, y la afinidad relativa a estos sitios varía. La concentración de calcio 

dentro de las células puede variar en un amplio intervalo (100-10000 nM) 

dependiendo del tipo celular y de su nivel de estimulación por diferentes señales 

extracelulares, por toxinas o en otras situaciones de estrés celular. Estas 

variaciones activan diferentes cascadas de señalización intracelular que se 

desencadenan en función de la sensibilidad de las distintas proteínas de unión 

de calcio a diferentes concentraciones del catión. La presencia de la apo-CaM 

es esencial para la supervivencia de las células, y ahora se sabe que algunas 

enzimas (óxido nítrico sintasa, PDE, glicógeno fosforilasa, miosina, miosina de 

vellosidades, y proteínas neuronales) tienen mayor afinidad para interactuar con 

esta forma de la CaM [Menyhard et al., 2009]. 
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Figura 3. Conformaciones adoptadas por la CaM: (a) apo-CaM (PDB ID: 1CFD) y (b) 
holo-CaM (Ca2+-CaM, PDB ID: 1CLL). Figuras tomadas de Protein Data Bank 
[https://www.rcsb.org]. 

La unión de hasta cuatro iones Ca2+ produce un fuerte cambio en la 

estructura global de la proteína, que cambia de forma elipsoide globular a forma 

de mancuerna, promoviendo también cambios característicos en los dominios 

terminales (Figura 3). Un hecho notable a resaltar es que la CaM une también a 

otros cationes metálicos con relativamente baja especificidad, como La3+, Tb3+, 

Pb2+, Sm3+, Sr2+, Hg2+, Cd2+, Zn2+, Mn2+ y Cu2+ [Mills y Johnson, 1985; Ouyang y 

Vogel, 1998]. Más aún, Andersson et al. (1982) demostraron utilizando 

resonancia magnética nuclear (RMN) de 43Ca and 113Cd que Cd2+ y Zn2+ 

compiten con Ca2+ por los cuatro sitios de unión en la CaM. Estos cambios 

causan que se expongan regiones hidrofóbicas entre ambos dominios; esta 

conformación altamente activa se denomina “forma abierta”. Las regiones 

hidrofóbicas de CaM están rodeados por aminoácidos cargados negativamente, 

por lo que los estados activados por Ca2+ atraerán preferentemente ligandos de 

naturaleza hidrofóbica y/o polarizados positivamente [Kovalevskaya et al., 2013]. 

En base a estas propiedades estructurales de la forma abierta se han 

desarrollado compuestos catiónicos de naturaleza anfifílica que forman 

complejos con la CaM, estabilizados por interacciones iónicas e hidrofóbicas y 

que actúan como antagonistas de esta proteína [Weis et al., 1980]. Estos 

compuestos se denominan genéricamente antagonistas de la CaM y se han 
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utilizado extensivamente como pruebas de tipo farmacológico para estudiar la 

participación de la Ca2+-CaM en la regulación de eventos celulares dependientes 

del ión Ca2+.  Entre ellos se encuentran la trifluoperazina (TFP) y el compuesto 

48-80 (C48-80) [Bar-Sagi y Prives, 1983; Gietzen, 1983]. La demostración 

posterior de que sus acciones biológicas implican también su interacción con 

otras proteínas, ver por ejemplo [Gietzen, 1983], ha limitado seriamente su uso 

en cultivos celulares para diseccionar mecanismos moleculares de la 

señalización intracelular por la vía de Ca2+-CaM y sus posibles aplicaciones 

terapéuticas [Veigl et al., 1989; Caldirola et al., 1992]. Sin embargo, debe 

reseñarse que la TFP es un fármaco de uso clínico en la actualidad para tratar 

la esquizofrenia y la ansiedad, ver por ejemplo 

[https://www.healthline.com/health/drugs/trifluoperazine-oral-tablet#take-as-

directed]. 

El uso de derivados fluorescentes de las proteínas es una estrategia 

ampliamente utilizada para monitorizar la interacción de estas con sus ligandos 

intracelulares, con otras proteínas y con estructuras subcelulares (como bicapas 

lipídicas o membranas biológicas). En el caso de la CaM, diferentes 

investigadores han sintetizado varios derivados fluorescentes que no alteran sus 

propiedades de unión al Ca2+ [Douglass et al., 2002; Gangopadhyay et al., 2004; 

Sharma et al., 2005; Gonzalez-Andrade et al., 2009; Loving e Imperiali, 2009; 

Corbacho et al., 2017]. Estos derivados han sido utilizados para medir las 

propiedades cinéticas de su interacción con antagonistas de la CaM [Douglass 

et al., 2002; Sharma et al., 2005; Gonzalez-Andrade et al., 2009] y con CaMBP 

y fragmentos peptídicos de estas [Gangopadhyay et al., 2004; Loving e Imperiali, 

2009; Corbacho et al., 2017]. Las medidas de fluorescencia utilizando estos 

derivados fluorescentes permiten determinar características estructurales y 

constantes de formación de los complejos formados entre la CaM y CaMBP y 

con fragmentos peptídicos de las CaMBP [Gangopadhyay et al., 2004]. En un 

estudio previo de nuestro equipo de investigación, mostramos que la medida del 

cambio de la intensidad de fluorescencia del derivado fluorescente Badan-CaM 

permiten monitorizar la interacción de la CaM con péptidos β-amiloides y 

determinar la constante de disociación de los complejos formados entre estas 

moléculas [Corbacho et al., 2017]. Una ventaja adicional de la Badan-CaM es 

que la fluorescencia de Badan aumenta aproximadamente 40 veces cuando la 
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CaM se satura por Ca2+ [Gangopadhyay et al., 2004; Corbacho et al., 2017]. Este 

hecho hace que la Badan-CaM sea un derivado fluorescente muy apropiado 

también para determinar posibles cambios de la afinidad de la CaM por Ca2+ 

cuando forma complejos con otras moléculas (péptidos o proteínas) o iones.  

  La calmodulina (CaM) es una proteína amortiguadora del calcio que se 

expresa en las neuronas a concentraciones mucho más altas que en las células 

no excitables, alcanzando concentraciones micromolares en las neuronas [Xia y 

Storm, 2005]. La concentración de CaM expresada en el cerebro está entre 4 y 

15 µg/mg de tejido húmedo, con el mayor contenido en las regiones corticales, 

el estriado, el hipocampo, la amígdala y la sustancia negra [Biber et al., 1984].  

 

Por otro lado, la calbindina D28k es una importante proteína 

citoplasmática amortiguadora del calcio que se expresa en niveles 

particularmente altos en el sistema nervioso central (SNC) y el epitelio de 

absorción intestinal y renal [Schmidt, 2012). La calbindina D28k se identificó por 

primera vez en el intestino, el colon, el riñón y el útero de Gallus gallus 

domesticus (pollo) [Wasserman et al., 1969], donde participa en el movimiento 

transcelular de calcio a través del epitelio de absorción, principalmente en los 

túbulos contorneados distales del riñón [Lambers et al., 2006]. La calbindina 

D28k también se expresa a niveles elevados en el SNC, donde aporta hasta un 

1,5 % de la proteína soluble total [Chistakos et al., 1989; Berggard, 

Szczepankiewicz  et al., 2002], y es particularmente abundante en las neuronas 

piramidales del hipocampo y en neuronas corticales del sistema nervioso central 

[Baimbridge et al., 1992], que se encuentran en regiones del cerebro altamente 

sensibles a la neurodegeneración en la enfermedad de Alzheimer. En las células 

de riñón de pollo, la expresión de la calbindina D28k depende de la vitamina D, 

y esto es también cierto para otras células absorbentes [Clemens et al., 1989], 

pero no en el SNC [Arnold y Heintz, 1997]. Está bien documentado en la literatura 

que la calbindina D28k tiene propiedades neuroprotectoras en el SNC [Yenari et 

al., 2001; Yuan et al., 2013; Sun et al., 2011], y recientemente se ha demostrado 

que su depleción en un modelo de ratón de Alzheimer acelera la pérdida 

neuronal, la apoptosis y la disfunción mitocondrial [Kook et al., 2014]. La 

actividad antiapoptótica de la calbindina D28k al unirse e inhibir a la caspasa-3 

puede explicar, al menos en parte, su efecto neuroprotector [Bobay et al., 2012; 
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Bellido et al., 2000]. La calbindina D28k pertenece a una superfamilia de 

proteínas de unión del Ca2+, que incluye a la calmodulina y a la troponina C. 

Todas estas proteínas tienen un alto contenido helicoidal y comparten 

estructuras de mano EF que constituyen los dominios de unión del calcio. La 

calbindina D28k tiene una estructura primaria de 261 aminoácidos (masa 

molecular de 30 kDa) y está codificada por el gen CALB1. La calbindina D28k 

tiene un alto porcentaje de estructura α-helicoidal y las hélices forman seis 

motivos de mano EF que se mantienen unidos en un solo pliegue globular a 

través de interacciones hidrofóbicas [Kojetin et al., 2006]. Como en la mayoría 

de las proteínas de unión del Ca2+, el ion calcio se une en la región del bucle 

entre las dos hélices de la mano EF; en la calbindina D28k, un ion de calcio está 

coordinado en cuatro de los seis motivos de mano EF. Las manos EF 1, 3, 4 y 5 

unen calcio con gran afinidad [Akerfeldt et al., 1996; Venters et al., 2003]. Se ha 

demostrado que la calbindina D28k sufre cambios estructurales al unirse al 

calcio, lo que apoya su función como proteína transductora de la señal del calcio 

[Berggard et al., 2002]. Sin embargo, tanto la apo como la proteína saturada por 

calcio presentan residuos hidrofóbicos expuestos en la superficie, lo que indica 

que la calbindina D28k puede formar complejos con dominios hidrofóbicos 

complementarios de otras proteínas en ambos estados [Berggard et al., 2000]. 

Se ha demostrado que la calbindina D28k interacciona con una variedad de 

proteínas de interés terapéutico en procesos neurodegenerativos, como 

including membrane ATPases, IMPase, RanBPM, procaspase-3, caspase-3, and 

TRPV5 [Schmidt, 2012]. La calbindina D28k se une y aumenta la actividad 

catalítica de la inositol monofosfatasa (IMPasa), la supuesta diana terapéutica 

de la terapia con litio en el trastorno bipolar [Berggard, Szczepankiewicz et al., 

2002; Harwood, 2005]. Más recientemente, se ha demostrado que la inhibición 

de la IMPasa aumenta la autofagia y la eliminación de péptidos involucrados en 

la patogenia de las enfermedades de Huntington y Parkinson [Sakar et al., 2005], 

lo que indica que la inhibición de la interacción calbindina-IMPasa puede ser de 

utilidad terapéutica benéfica en estas enfermedades. La interacción entre la 

calbindina D28k y la IMPasa se ha modelado in silico y la información obtenida 

se ha utilizado para desarrollar una serie de nuevos inhibidores peptídicos [Levi 

et al., 2013]. 
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1.4. Los péptidos β-amiloide neurotóxicos modulan la actividad de 
CAMBP relevantes en el control de la homeostasis y la señalización 
del Ca2+ en neuronas. 

 
Las CaMBP desempeñan un papel importante en la función y excitabilidad 

neuronal, y muchas de ellas están asociadas a compartimentos subcelulares en 

las neuronas. En la Tabla 1 se relacionan las CaMBP más relevantes en el 

control de la homeostasis y la señalización del Ca2+ en neuronas para las que se 

han reportado efectos moduladores de los péptidos β-amiloide neurotóxicos. A 

continuación, se revisan brevemente los estudios en los que se han reportado 

estos efectos y sus implicaciones para la supervivencia y funciones neuronales. 

La falta de antagonistas específicos para la formación de los complejos entre los 

péptidos Aβ y la CaM en la modulación de las CaMBP por los péptidos Aβ, no 

ha permitido evaluar experimentalmente la implicación de estos complejos en las 

alteraciones de la homeostasis y señalización del Ca2+ intracelular en los 

estudios con cultivos celulares realizados hasta la fecha del inicio de esta tesis 

doctoral. Por esta razón, la búsqueda de antagonistas que puedan ser utilizados 

como herramientas metodológicas en estudios de cultivos celulares y 

eventualmente en el desarrollo de nuevas terapias para la EA ha sido uno de los 

objetivos de esta tesis doctoral. 

 

 
Tabla 1. CaMBP de neuronas para las que se ha reportado modulación de 
su actividad por los péptidos β-amiloide neurotóxicos. 
 
1. CaMBP implicadas en el control de la homeostasis del Ca2+ 
intracelular.en neuronas. 
  -Ca2+-ATPasas de la membrana plasmática (PMCA) 
  -Receptores de rianodina (RYR) del retículo endoplasmático 
 
2. CaMBP implicadas en la señalización del Ca2+ en neuronas. 
  -Proteína quinasas dependientes de Ca2+/CaM (CaMK) 
  -Calcineurina 
  -Receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR) 
  -Canales de calcio operados por voltaje de tipo L (LTCC) 
    

 
La CaM se une y modula la actividad de la PMCA, una proteína que tiene 

un papel importante reconocido en el control de la homeostasis del calcio 

citosólico en las neuronas, porque es el principal sistema de extrusión del Ca2+ 
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del citosol neuronal [Lopreiato et al., 2014; Mata, 2018]. Mata y colaboradores 

[Berrocal et al., 2009; Berrocal et al., 2012] han demostrado que la PMCA es la 

única bomba de Ca2+ cuya actividad está alterada en muestras de cerebros de 

la EA comparados con muestras de cerebros control de la misma edad y que es 

la única bomba de Ca2+ del cerebro que se inhibe directamente por los péptidos 

Aβ neurotóxicos. Los estudios mecanísticos desarrollados in vitro indican que los 

agregados de estos péptidos Aβ son más potentes como inhibidores de la 

actividad de la PMCA que los monómeros [Berrocal et al., 2012] y que el efecto 

inhibidor es debido a la interacción de los péptidos Aβ con el dominio COOH-

terminal de la PMCA [Mata, 2018]. Además, en estos estudios Mata y 

colaboradores han demostrado que el pretratamiento de la proteína purificada 

con Ca2+-CaM protege contra la inhibición de la PMCA por los péptidos Aβ 

[Berrocal et al., 2012]. 

Los receptores RYR del retículo endoplasmático unen con alta afinidad a 

la CaM (Kd nanomolar) y la Ca2+-CaM (la forma predominante de la CaM a 

concentraciones citosólicas elevadas del Ca2+) inhibe la actividad de los 

receptores RYR [Meissner, 2002]. Sin embargo, los resultados experimentales 

obtenidos in vitro han demostrado que la aplicación de oligómeros de Aβ solubles 

producen una fuerte estimulación de la actividad de los RYR, causado por un 

incremento de aproximadamente 10-veces del tiempo de apertura del canal 

[Shtifman et al., 2010]. La estimulación de la liberación de Ca2+ del RE mediada 

por los RYR se ha confirmado en cultivos de neuronas de hipocampo tratadas 

con oligómeros de Aβ(1-42) [Paula-Lima e Hidalgo, 2013]. Pero los autores de 

este estudio matizan que no pueden excluir la posibilidad de modulación indirecta 

de los RYR por el estrés oxidativo inducido en el cultivo de las neuronas de 

hipocampo tras 2-3 horas de incubación con el péptido Aβ(1-42) a 

concentraciones ≥500 nM. La posibilidad de que la formación de complejos Aβ(1-

42):CaM esté implicada en esta modulación no ha sido considerada por los 

autores de este estudio.   

Las CaMK son una familia de proteínas quinasas de serina/treonina 

(Ser/Thr) [Wayman et al., 2008], que se expresan abundantemente en el cerebro. 

En algunas regiones, como el hipocampo, los niveles de CaMKII pueden llegar 

al 2 % del total de proteínas [Eroundu y Kennedy, 1985]. La CaMKII es la 

isoforma más estudiada de la familia CaMK en relación con la EA, debido a su 
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papel central en la plasticidad neuronal y las funciones cognitivas, como el 

aprendizaje [Bayer y Schulman, 2019]. El complejo Ca2+-CaM se une a la región 

reguladora de la CaMKII y produce un cambio conformacional que activa la 

fosforilación de sus sustratos [Matsuo et al., 2009] así como la autofosforilación 

[Zalcman et al., 2018]. La autofosforilación evita que la enzima vuelva a su forma 

inactiva y mantiene la actividad de CaMKII, incluso después de que disminuyan 

los niveles intracelulares de Ca2+, lo que permite actividades autónomas de 

CaMKII e independientes de Ca2+ [Hudmon  y Schulman, 2002]. Muchos estudios 

han demostrado que la actividad de α-CaMKII es esencial para la inducción de 

la potenciación a largo plazo (LTP) en cortes de hipocampo, aprendizaje espacial 

y memoria [Malinow et al., 1989; Silva et al., 1992; Bach et al., 1995; Mayford et 

al., 1996; Frankland et al., 2001; Wang et al., 2003; Elgersma et al., 2004]. Se ha 

demostrado que el tratamiento de neuronas del hipocampo en cultivo con 

oligómeros de Aβ inhibe la activación de la αCaMKII [Min et al., 2013; Ghosh y 

Giese, 2015] y que Aβ bloque la activación de la CaMKII durante la inducción de 

la LTP [Zhao et al., 2004]. La inhibición de la CaMKII por Aβ puede ser un 

mecanismo primario de defensa neuronal, porque la CaMKII es una proteína 

quinasa que fosforila a la proteína tau, y esta fosforilación se ha sugerido que 

potencia la fosforilación subsiguiente de tau por la isoforma 5 de la proteína 

quinasa dependiente de ciclina y por la glucógeno sintasa quinasa-β [Sengupta 

et al., 1998; Wang et al., 2007].  

 

La calcineurina (o proteína fosfatasa 2B) es una proteína fosfatasa 

Ser/Thr dependiente de Ca2+ y calmodulina [Sharma y Parameswaran, 2018] que 

se activa con concentraciones nanomolares de Ca2+ [Klee et al., 1998]. La 

calcineurina se expresa principalmente en la corteza cerebral, el hipocampo y el 

cuerpo estriado, así como en el cerebelo [Solà et al., 1999]. En las neuronas, la 

calcineurina se encuentra en el pericario y el núcleo [Solà et al., 1999] y en las 

terminales sinápticas [Kuno et al., 1992]. Dependiendo de la fuerza, la duración 

y el sitio del estímulo de Ca2+, la calcineurina puede aumentar o disminuir la 

eficacia sináptica y la excitabilidad celular a través de la modulación de los 

canales iónicos, los receptores de neurotransmisores, y las proteínas del 

citoesqueleto, las quinasas, otras fosfatasas y los factores de transcripción 

[Groth et al., 2003]. La inhibición de la LTP inducida por tratamiento con Aβ en 
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el giro dentado del hipocampo se bloquea por inhibidores específicos de la 

calcineurina, indicando que la activación de la calcineurina contribuye 

significativamente a la inhibición de la LTP por Aβ [Chen et al., 2002]. El 

tratamiento de cultivos primarios de neuronas CA3 del hipocampo con 

oligómeros de Aβ produce la relocalización intracelular de la αCaMKII desde las 

dendritas al soma [Gu et al., 2009; Reese et al., 2011]. Esta relocalización 

intracelular de la αCaMKII se ha observado también en un modelo de ratón 

transgénico de la EA esporádica, en el que los oligómeros de Aβ se inyectan en 

los ventrículos cerebrales, e inhibidores de la calcineurina la bloquean [Reese et 

al., 2011].     

 

Los NMDAR son fundamentales para la expresión de la LTP en el 

hipocampo y las regiones corticales [Berberich et al., 2005; Fox et al., 2006], y la 

sobreexpresión de la subunidad NR2B en el hipocampo aumenta la amplitud de 

LTP en la región CA1 y mejora el aprendizaje en ratones [Tang et al., 1999]. El 

NMDAR puede ser modulado directa o indirectamente por la CaM o por la 

CaMKII, respectivamente [Lacobucci et al., 2017]. En la modulación directa de 

CaM-NMDAR, después de la entrada de calcio, la CaM induce la inactivación del 

NMDAR a través de una reducción del tiempo de apertura del canal da Ca2+ al 

unirse a dos regiones del dominio COOH-terminal de la subunidad NR1, un sitio 

de alta afinidad (Kd ≈ 4 nM) y un sitio próximo al anterior de menor afinidad (Kd 

≈ 87 nM) [Ehlers et al., 1996]. Esta inactivación dependiente del Ca2+ evita la 

entrada excesiva de Ca2+ a través del NMDAR que puede provocar 

neurodegeneración y excitotoxicidad [Wang et al., 2008]. Además, la modulación 

indirecta del NMDAR por la CaMKII es crucial para la LTP y la depresión a largo 

plazo (LTD) en el cerebro [Barcomb et al., 2016], ya que la interrupción de la 

NMDAR/CaMKII produce déficit en la LTP del hipocampo y en el aprendizaje 

espacial [Zhou et al., 2007]. Los oligómeros de Aβ solubles se unen al NMDAR 

y potencian el influjo del Ca2+ a través de este receptor, lo que induce la liberación 

posterior del Ca2+ desde orgánulos subcelulares al citosol [Emptage et al., 1999; 

De Felice et al., 2007]. Además, se ha demostrado que los oligómeros de Aβ 

colocalizan con NMDAR en membranas postsinápticas de los árboles dendríticos 

de las neuronas [Lacor et al., 2004; Green, 2009]. La activación directa del 

NMDAR por oligómeros solubles del péptido Aβ(1-42) se ha demostrado con 
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receptores de tipo NR1/NR2A y NR1/NR2B expresados heterólogamente en 

ovocitos de Xenopus laevis [Texidó et al., 2011]. Esta sobreestimulación de los 

NMDAR por Aβ induce eleva la concentración del Ca2+ citosólico a los niveles 

patológicos que producen la pérdida gradual de la función sináptica y finalmente 

la muerte neuronal por excitotoxicidad. Las neuronas del hipocampo son más 

sensibles a la excitotoxicidad inducida por el péptido Aβ que las neuronas 

corticales, y que las neuronas CA1 del hipocampo son más sensibles que las 

neuronas CA3 y que las neuronas del giro dentado del hipocampo [Ghosh y 

Giese, 2015]. Es interesante notar que esto se correlaciona con el orden 

jerárquico de pérdida funcional en estas regiones del cerebro observado en el 

avance de la EA [West et al., 1994]. Estos resultados han servido como base 

racional para los ensayos clínicos de la memantina, un antagonista de los 

NMDAR, como agente neuroprotector en la EA [Wang y Reddy, 2017].   

 

La entrada de calcio a través de los canales de calcio operados por voltaje 

es crucial para la liberación de neurotransmisores, las vías de señalización 

intracelular, la expresión génica y la plasticidad sináptica [Turner et al., 2011]. 

Entre ellos, los de tipo L (LTCC) desempeñan un papel importante en la 

plasticidad neuronal, el aprendizaje y la memoria. Una alteración en la función 

y/o regulación de estos canales se ha asociado con enfermedades 

neuropsiquátricas, migrañas, ataxia cerebelosa, autismo, esquizofrenia, 

trastorno bipolar y depresión [Berger y Bartsch, 2014; Nanou y Catterall, 2018]. 

Las isoformas de los LTCC, Cav1.2 y Cav1.3, se expresan más en el cerebro y 

han recibido una mayor atención con respecto a su papel en enfermedades 

neurológicas y psiquiátricas [Berger y Bartsch, 2014]. Además, la entrada de 

calcio a través de los LTCC está modulada por la CaM unida constitutivamente, 

lo que produce la inactivación dependiente de Ca2+ [Liang et al., 2003] y previene 

el daño neuronal debido a la entrada excesiva de Ca2+ [Striessnig  et al., 2014]. 

Brevemente, el cambio conformacional de la CaM tras la unión del Ca2+ 

promueve la inactivación de los LTCC por interacción con sus sitios efectores 

adicionales del dominio COOH-terminal en Cav1.2 y, en el caso de Cav1.3, 

también del dominio NH2-terminal [Striessnig et al.,2014]. Una disminución de la 

actividad de los LTCC se ha reportado en el hipocampo de ratón transgénico 

APP/PS1, que es un modelo animal de la EA [Thibault et al., 2012]. En un estudio 
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reciente de nuestro equipo de investigación [Poejo et al., 2021] hemos reportado 

la inhibición de los LTCC de las neuronas granulares del cerebelo por 

concentraciones intracelulares submicromolares de dímeros del péptido Aβ(1-

42). En este artículo concluimos que esta es una inhibición probablemente 

mediada por los complejos Aβ(1-42):CaM, pero indicamos explícitamente que 

serán necesarios estudios experimentales adicionales para demostrar esta 

hipótesis. Debido a la importante contribución del influjo de Ca2+ a través de los 

LTCC a la elevación sostenida de la concentración del Ca2+ citosólico en las 

neuronas [Willis et al., 2010; Gutierrez-Merino et al., 2014; Gutierrez-Merino et 

al., 2016; Fortalezas et al., 2018], la inhibición de los LTCC por los péptidos Aβ 

puede ser visualizado como un mecanismo molecular de neuroprotección para 

prevenir que se alcancen los niveles neurotóxicos del Ca2+ citosólico. Es 

interesante reseñar que ha sido reportado que la nimodipina, una dihidropiridina 

antagonista de los LTCC, tiene efectos beneficiosos en pacientes de la EA, ya 

que parece ralentizar el avance de las disfunciones neurológicas asociadas a la 

enfermedad [Birks et al., 2002].   

 

1.5. Los sistemas redox asociados a los rafts lipídicos de la membrana 

neuronal: la nNOS y la citocromo b5 reductasa (Cb5R). 

 

La relevancia del estrés oxidativo en la neurodegeneración cerebral 

observada en los enfermos de Alzheimer es ampliamente reconocida [Lee HJ., 

et al., 2014]. En la primera parte de la Introducción de esta tesis doctoral se ha 

documentado la capacidad prooxidante de los péptidos β-amiloide y la disfunción 

mitocondrial en la EA, que también contribuye al estrés oxidativo celular. Pero 

ha sido también ampliamente documentado el hecho de que los péptidos β-

amiloide interaccionan fuertemente con colesterol y gangliósidos, lípidos que 

están muy enriquecidos en los microdominios de la membrana plasmática 

denominados rafts lipídicos. Más aún, se ha demostrado que estos lípidos 

potencian la formación de oligómeros de Aβ y estructuras fibrilares, y que la 

formación de estas últimas es dependiente de colesterol [Choo-Smith y 

Surewicz, 1997; Choo-Smith et al., 1997; Ariga et al., 2001; Kakio et al., 2001; 

Kakio et al., 2002; Wood et al., 2002; Matsuzaki et al., 2010]. Varios estudios han 
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reportado que en cultivos de neuronas los rafts lipídicos tiene un papel 

importante en la captura e internalización de los péptidos Aβ añadidos al medio 

extracelular, revisados en [Lai y McLaurin, 2011]. Además, se ha demostrado 

que los oligómeros de Aβ aplicados exógenamente a las neuronas en cultivo se 

concentran en los rafts lipídicos [Williamson et al., 2008; Poejo et al., 2021a]. 

También se ha demostrado que los péptidos Aβ dímericos no fibrilares se 

acumulan en rafts lipídicos del ratón Tg2576, un modelo transgénico de la EA 

[Kawarabayashi et al., 2004].   

 Los nanodominios de rafts lipídicos son una estructura subcellular 

focalizada e integradora en el inicio de la señalización del calcio intracelular con 

la generación de óxido nítrico (ver la Figura 4). Utilizando microscopía de 

fluorescencia el equipo de investigación del director de esta tesis ha demostrado 

que la nNOS está asociada a los nanodominios enriquecidos en los sistemas de 

entrada del ión calcio más importantes en las neuronas granulares del cerebelo, 

receptores de NMDA y LTCC [Marques-da-Silva y Gutierrez-Merino, 2012]. La 

proximidad entre los sistemas de entrada de calcio y producción de este gas 

permite una estrategia celular eficiente para garantizar una respuesta celular 

rápida y modulada en neuronas para prevenir una hiperactividad metabólica 

neurotóxica en el cerebro, en dónde tienen que responder simultáneamente a 

muchas señales procedentes de las células vecinas (otras neuronas y glía)  

[Gutierrez-Merino et al., 2014]. Más aún, teniendo en cuenta que la activación de 

la nNOS requiere concentraciones relativamente elevadas de calcio (0,2-0,4 µM 

[Bredt y Snyder, 1994]), la localización de la nNOS en la proximidad de los 

receptores de NMDA y de los LTCC permite la rápida y fuerte activación de la 

producción del óxido nítrico en microdominios asociados a los rafts lipídicos sin 

una elevación sostenida de la concentración citosólica del ión calcio, que es 

fuertemente neurotóxica [Marques-da-Silva y Gutierrez-Merino,  2012]. 

Sin embargo, a los rafts lipídicos se encuentra asociada una enzima 

generadora del óxido nítrico (nNOS) [Sato et al.,. 2004; Marques-da-Silva y 

Gutierrez-Merino, 2012] y una enzima potencialmente generadora del anión 

superóxido (Cb5R) [Marques-da-Silva et al., 2010; Samhan-Arias et al., 2012; 

Gutierrez-Merino et al.,. 2014]. Esto implica que en situaciones de estrés celular, 

la desregulación de estos nanodominios de la membrana plasmática neuronal 
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puede desempeñar un papel relevante en la generación focalizada del 

peroxinitrito (ver la Figura 4), que es un oxidante muy dañino para las neuronas 

y que se produce en procesos neurodegenerativos que cursan a través de estrés 

oxidativo [Gutierrez-Merino et al., 2014]. Por otra parte, la generación de este 

oxidante es particularmente nociva para el control de la homeostasis del calcio 

citosólico en las neuronas, porque los principales sistemas de transporte del ión 

calcio de la membrana plasmática neuronal (NMDAR, LTCC, PMCA y NCX) son 

dianas moleculares del peroxinitrito y de otras ROS/RNS generadas a partir del 

mismo en procesos neurodegenerativos en el sistema nervioso central y 

periférico [Hidalgo y Donoso, 2008; Gutierrez-Merino, 2008]. Además se han 

reportado disfunciones del metabolismo lipídico en la enfermedad de Alzheimer 

[Rojo et al., 2006; Lee et al., 2014], y el sistema redox Cb5/Cb5R realiza funciones 

esenciales en este metabolismo, en concreto, en la introducción de 

insaturaciones en los ácidos grasos, en la biosíntesis del colesterol y de 

derivados de colesterol, como hidroxicolesteroles y hormonas esteroides. Por 

tanto, la investigación de los posibles efectos de los péptidos Aβ sobre la 

actividad de la nNOS y de la Cb5R debe ser tenida en consideración para la 

racionalización de los mecanismos moleculares subyacentes a la generación del 

estrés oxidativo en la EA. 
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Figura 4.  Implicaciones funcionales de la asociación de los sistemas de transporte de 
calcio y generadores de ROS/RNS en la membrana plasmática neuronal. (a) Generación 
de picos transitorios de concentraciones micromolares de calcio en elementos de 
volumen de tamaño de nm a submicrometros. El tamaño de estos elementos de volumen 
es fuertemente dependiente de la intensidad de la corriente de entrada de calcio a través 
de los sistemas de transporte de calcio asociados a los rafts lipídicos y de la capacidad 
de tamponamiento del calcio citosólico. (b) Más rápida y duradera potenciación de los 
NMDAR. La entrada de calcio a través de los L-VOCC (=LTCC) dispara la activación de 
la CaMKII vecinal en el raft lipídico, lo que produce: (1) la activación de los L-VOCC y 
potenciación de la entrada de calcio y (2) el reclutamiento de receptores de glutamato 
de tipo AMPA activados (AMPAr). (c) Potenciación de la protección por ·NO contra la 
excitotoxicidad de L-glutamato. La proximidad de la nNOS a los NMDAr y los L-VOCC 
permite alcanzar concentraciones de ·NO más elevadas cerca de estos sistemas de 
transporte de calcio potenciando los efectos reguladores del ·NO sobre estos sistemas 
de transporte. (d) Inducción de la desregulación de la concentración del calcio citosólico 
por el peroxinitrito. Una consecuencia dramática para las células de una 
sobreestimulación de la actividad de los sistemas de transporte de calcio asociados a 
los rafts lipídicos derivada de la co-localización de la nNOS. Otras abreviaturas utilizadas 
en esta figura: PM, membrana plasmática; Mit, mitocondria; ER, retículo 
endoplasmático; ONOO-, peroxinitrito; Ⓟ, fosforilación de la proteína; ⊕, estimulación; 
⋈ and X, inhibicion o bloqueo.(Figura tomada de Gutierrez-Merino et al., 2014). 

 

La nNOS es una enzima estimulada por la Ca2+-CaM, que genera un 

segundo mensajero intracelular de gran relevancia para el aprendizaje y la 

memoria [Wang et al., 2003; Conti et al., 2007; Zhou et al., 2009]. La nNOS se 
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expresa a concentraciones particularmente elevadas en el hipocampo con una 

distribución intracelular generalizada (núcleo, citoplasma, membrana plasmática 

y espinas sinápticas) y media la plasticidad sináptica, incluida la LPT, y la 

supervivencia y señalización neuronal [Zhou et al., 2004]. La inhibición de la 

CaMKII (producida por los péptidos Aβ como se ha comentado previamente) 

disminuye el nivel de fosforilación de la Ser847 de la nNOS, lo que resulta en 

disminución de la activación de la nNOS por la Ca2+-CaM [Hayashi et al., 1999; 

El-Mlili et al., 2008]. Este es un efecto neuroprotector, porque sirve para atenuar 

la sobreproducción de óxido nítrico causada por la elevación sostenida de la 

concentración del Ca2+ citosólico en las neuronas que producen los péptidos Aβ 

(documentada previamente en un apartado previo de la Introducción de esta 

tesis doctoral). Además, se ha reportado que la nNOS se inhibe in vitro por varios 

péptidos Aβ con constantes de inhibición entre 0,81 y 14 μM [Padayachee et al., 

2011]. Sin embargo, estas concentraciones de péptidos Aβ no es probable que 

se lleguen a alcanzar en las neuronas hasta estados muy avanzados de la 

degeneración cerebral en la EA.  

La citocromo b5 reductasa (Cb5R) es una enzima perteneciente a la familia 

de las oxidorreductasas que está presente a concentraciones relativamente altas 

en tejido hepático. Esta proteína cataliza la reducción del ferricitocromo b5 a 

ferrocitocromo usando NADH como sustrato. La estructura tridimensional de la 

proteína revela dos regiones distintas altamente conservadas denominadas 

dominios FAD y NADH [Samhan-Arias y Gutierrez-Merino, 2014b; Gutierrez-

Merino et al., 2022]. El dominio FAD tiene una gran hendidura en la que se 

encuentra el grupo prostético FAD, y el dominio NADH proporciona una posición 

adecuada el asentamiento de NADH, como sustrato de la enzima.  

Existen dos isoformas de la Cb5R. La isoforma dominante es una variante 

unida a la membrana que consta de un dominio de anclaje a la membrana de 

aproximadamente 3kDa un dominio catalítico hidrofílico soluble de 

aproximadamente 31 kDa, donde localiza el dominio catalítico [Samhan-Arias y 

Gutierrez-Merino, 2014b]. La isoforma soluble está formada únicamente por el 

dominio catalítico de 31kDa. Estudios previos han demostrado que las variantes 

solubles y de membrana de Cb5R están codificadas por el mismo gen y son 

productos de corte y empalme alternativo [Pietrini et al., 1988]. La isoforma de 
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membrana se ha localizado en la membrana plasmática y en el retículo 

endoplasmático, las mitocondrias, el aparato de Golgi, los peroxisomas, el 

núcleo, el retículo sarcoplasmático y las sinapsis neuronales, y se ha demostrado 

que es un componente crítico del sistema microsomal de transporte de 

electrones [Samhan-Arias y Gutierrez-Merino, 2014b]. Cabe destacar que un 

mapeo detallado de su ubicación mostró una distribución muy heterogénea en 

diferentes áreas cerebrales, con un significativo enriquecimiento en las neuronas 

piramidales del hipocampo, en las células de Purkinje y en la capa granular del 

cerebelo y en núcleos de neuronas piramidales del tronco del encéfalo [Sanchez-

López et al., 2016]. Esta proteína, junto el citocromo b5 (Cb5), participa en una 

variedad de funciones metabólicas, como elongación y desaturación de ácidos 

grasos, anabolismo del colesterol, reducción de metahemoglobina y señalización 

redox de neuronas [Mizaei, 2010; Samhan-Arias y Gutierrez-Merino, 2014b] 

incluido el metabolismo y la desintoxicación de xenobióticos [Rhoas et al., 2011; 

Abouraya et al., 2011], la bioactivación de fármacos cancerígenos [Sangeetha et 

al., 2012]. Por el contrario, la isoforma soluble de la Cb5R existe principalmente 

en los eritrocitos circulantes de mamíferos y es importante para la reducción de 

la metahemoglobina a hemoglobina, regulando así de manera efectiva la 

concentración de metahemoglobina en estas células. La deficiencia funcional en 

las isoformas de Cb5R inducen el desarrollo de la metahemoglobinemia 

congénita recesiva, la primera enfermedad que se asoció directamente con una 

deficiencia enzimática. Los pacientes que sufren esta dolencia son 

especialmente susceptibles a la metahemoglobinemia tóxica resultante por 

ejemplo. como consecuencia de la ingestión de fármacos oxidantes [Percy et al., 

2005]. En la literatura, se informa que la actividad específica (kcat) de la enzima 

nativa funcional purificada oscila entre un mínimo de 368 s-1 (humana), y un 

máximo de 1060 s-1 (variante bovina) [Roma et al., 2006].  

La actividad de la Cb5R ha asociado la producción de ROS en las 

neuronas granulares del cerebelo vinculada a apoptosis con un aumento de los 

niveles de proteína, un incremento de esta enzima en los dominios de tipo raft 

lipídico de la membrana plasmática y una estimulación de su actividad 

enzimática [Samhan-Arias et al., 2018; Samhan-Arias y Gutierrez-Merino, 2014b; 

Samhan-Arias et al., 2012; Samhan-Arias et al., 2009]. La caracterización 
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bioquímica de la producción de ROS por la Cb5R ha demostrado que esta enzima 

es capaz de producir anión superóxido en ausencia de aceptores de electrones 

presentes de manera natural en las células, y esta producción se estimula en 

presencia de algunos pares redox, como el citocromo c [Samhan-Arias y 

Gutierrez-Merino, 2014a; Samhan-Arias y Gutierrez-Merino, 2014b; Samhan-

Arias et al., 2018]. Esta producción de anión superóxido por parte de Cb5R es 

particularmente relevante en la apoptosis neuronal, ya que se ha demostrado 

que se estimula fuertemente por el citocromo c, que se libera de las mitocondrias 

al citosol durante las etapas iniciales de la apoptosis [Samhan-Arias et al., 2018].  

Estudios previos del equipo de investigación del director de esta tesis han 

demostrado que la desregulación de la Cb5R genera un incremento de la 

producción de anión superóxido que estimula la entrada celular en la fase 

irreversible de la apoptosis neuronal caracterizada por la activación de las 

caspasas [Samhan-Arias et al., 2009; Samhan-Arias et al., 2012; Samhan-Arias 

y Gutierrez-Merino, 2014b. 

 

1.6. Mecanismos moleculares de la neurotoxicidad por la sobrecarga 
celular y tisular de hierro y su implicación en enfermedades 
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento. 

 

La homeostasis defectuosa de los iones de hierro y cobre que participan 

en ciclos redox en las células probablemente contribuya a la neuropatología de 

la enfermedad de Alzheimer. Las placas amiloides insolubles y los ovillos 

neurofibrilares característicos de la enfermedad de Alzheimer contienen altas 

concentraciones de zinc, cobre y hierro. La acumulación focal de zinc, cobre y 

hierro podría privar a otros tejidos de esos metales esenciales, lo que lleva a una 

función neuronal aberrante [Roberts et al., 2012]. La homeostasis anormal de los 

iones metálicos de zinc, cobre y hierro se ha implicado en el proceso de 

plegamiento incorrecto asociado con la producción de péptidos Aβ neurotóxicos 

a partir de la proteína precursora amiloide (APP) y de tau hiperfosforilada (que 

se encuentra en las placas y ovillos) y contribuye al estrés oxidativo neuronal 

[Sayre et al., 2000]. La acumulación de tau en los ovillos neurofibrilares se asocia 

con la inducción de la hemo oxigenasa-1 (HO-1), un potente antioxidante, que 

tiene un papel importante en el metabolismo del hemo liberado de las 

mitocondrias dañadas. Aunque la bilirrubina que se genera en este proceso es 
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antioxidante [Perry, 2002], también se libera hierro ferroso, que produce 

radicales hidroxilos a través de la reacción de Fenton. 

 

La mayor parte de la APP se escinde mediante la vía no amiloidogénica: 

α- secretasa y γ-secretasa, para liberar el fragmento NH2-terminal p3, dejando el 

dominio intracelular de la APP en la membrana. Alternativamente, la APP puede 

ser escindida primero por la β-secretasa y luego por la γ-secretasa para producir 

Aβ (la vía neurodegenerativa amiloidogénica) [Altamura y Muckenthaler, 2009]. 

Se ha sugerido que el hierro podría potenciar el procesamiento de la APP a 

través de la interacción de las proteínas reguladoras del hierro con un elemento 

regulador de hierro (IRE) putativo en la región 5´ no traducida de su ARNm, 

ubicada inmediatamente upstream de un dominio de caja aguda sensible a la 

interleuquina-1 [Rogers et al., 2002]. Además, el exceso de hierro inhibe la 

expresión de la furina (una proteína que balancea y modula las actividades de la 

α-secretasa y la β-secretasa [Silvestri y Camaschella, 2008; Guillemot et al., 

2013]), lo que favorece la activación de la β-secretasa. Por lo tanto, la traducción 

de APP podría estar elevada en condiciones de exceso de hierro, aumentando 

la cantidad de la APP disponible para entrar en la vía amiloidogénica, que se ve 

favorecida por la disminución de la actividad de la furina [Altamura y 

Muckenthaler, 2009].  

 

El aumento de las concentraciones de hierro se ha correlacionado con la 

agregación de Aβ en áreas inicialmente afectadas por la enfermedad de 

Alzheimer y ofrece una oportunidad para el diagnóstico basado en la resonancia 

magnética nuclear (RMN). Las resonancias magnéticas de cerebros humanos 

post-mortem y un modelo de ratón de Alzheimer muestran disminuciones en la 

resonancia magnética T2* del hipocampo, que es sensible a las propiedades 

magnéticas del hierro [Schenck, 2003; Haacke et al., 2005] o su variación 

espacial, atribuida en parte al hierro en las placas Aβ [Jack et al., 2005; Nabuurs 

et al., 2011; Antharam, 2012]. Aunque la resolución de la RMN no es suficiente 

para detectar placas individuales, las anomalías T2* que resultan de los 

agregados de placa pueden ser detectadas. En base a ello, se ha propuesto que 

los cambios en la resonancia magnética ponderada en T2* del hipocampo 

podrían ser un complemento valioso para analizar los cambios morfológicos en 
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el desarrollo de un biomarcador para las primeras etapas de la enfermedad de 

Alzheimer [Holland et al.,  2009].  

 

Los aumentos de hierro en el cerebro de los animales producen defectos 

cognitivos pronunciados [Schröder et al., 2013]. Los depósitos de hierro en 

ratones transgénicos con mutaciones en presinilina/APP, modelos animales de 

la EA [Holcomb et al., 1998] colocalizan con placas Aβ [Smith et al., 1998; 

Falangola et al., 2005] y los aumentos de hierro cerebral total coinciden con la 

formación temprana de placas [Leskovjan et al., 2011]. La sobreexpresión de la 

HO-1 en ratones conduce a la sobrecarga de hierro y la agregación de tau en el 

cerebro, que son característicos en la EA [Hui et al., 2011]. La HO-1 está 

sobreexpresada en el hipocampo y la corteza temporal de los enfermos de 

Alzheimer con deterioro cognitivo leve, lo que apoya la implicación de esta 

enzima de degradación del grupo hemo en la patogenia de la enfermedad de 

Alzheimer [Schipper et al., 1995; Schipper et al., 2006]. 

 

El incremento de la concentración de hierro total en el cerebro con el 

envejecimiento puede ser causado por varios factores, que incluyen la 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica, inflamación, redistribución de 

hierro dentro del cerebro y cambios en la homeostasis de hierro [Conde y Streit, 

2006; Farrall y Wardlaw, 2009]. Se ha documentado que el proceso de 

envejecimiento puede comprometer el sistema homeostático de hierro [Killilea et 

al., 2004], desplazando el metabolismo hacia un exceso de hierro que no es 

eficientemente quelado por proteínas de almacenamiento u otras moléculas. 

 

Se ha demostrado in vitro que la agregación de proteínas implicadas en 

trastornos neurodegenerativos, como la  α-sinucleína [Li et al., 2010] y la proteína 

tau hiperfosforilada [Yamamoto et al., 2002], se desencadena por 

concentraciones elevadas de hierro. Los cuerpos de inclusión que contienen 

proteínas dañadas o agregadas podrían causar estrés en el retículo 

endoplasmático, que es una característica común de varias enfermedades 

neurodegenerativas [Liu y Connor,  2012]. La neurodegeneración que resulta de 

la toxicidad del hierro puede provocar apoptosis [Ott et al., 2007] y ferroptosis, 

una forma de muerte celular no apoptótica dependiente del hierro [Dixon et al., 
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2012]. La acumulación del hierro en la glia induce un estado de inflamación a 

través de una mayor liberación de citoquinas pro-inflamatorias [Williams et al., 

2012] y da como resultado un ciclo de retroalimentación positiva de 

neuroinflamación y neurodegeneración [Xu et al., 2012]. La concentración total 

de hierro aumenta con la edad en la sustancia negra, el putamen,el  globo pálido, 

el núcleo caudado y la corteza cerebral [Zecca L. et al 2004; Hallgren B, 

Sourander P. 1958; Ramos P et al 2014; Hebbrecht G, Maenhaut W, De Reuck 

J.  1999]. La distribución regional del hierro total en el cerebro de un adulto sano 

es heterogénea. Las concentraciones más altas de hierro se han detectado en 

los ganglios basales (putamen, globo pálido y núcleo caudado), mientras que las 

concentraciones más bajas se detectaron en la sustancia gris cortical, la 

sustancia blanca, el mesencéfalo, el cerebelo, la protuberancia, el locus 

coeruleus y la médula [Zecca et al., 2004; Ramos et al., 2014; Zecca et al., 1996; 

Zecca et al., 2001; House et al., 2012]. La heterogeneidad regional del hierro 

cerebral y su cambio con la edad han sido confirmados in vivo mediante RMN 

[Bartzokis et al., 2007; Aquino et al., 2009; Bartzokis et al.,  2011; Bilgic et al., 

2012]. Otros cambios que ocurren con la edad incluyen la redistribución de hierro 

entre sus diferentes formas moleculares (ferritina, neuromelanina, transferrina, 

haemosiderona y otras) y la redistribución entre las neuronas y células gliales 

[Connor et al., 1990].  

 

En la microglía y los astrocitos de la corteza, el cerebelo, el hipocampo, 

los ganglios basales y la amígdala, los depósitos de hierro se detectan 

histoquímicamente y las concentraciones de ferritina generalmente aumentan 

con la edad. El hierro fagocitado por las subpoblaciones de células de microglía 

positivas para ferritina probablemente se convierte en una fuente de especies 

tóxicas que causan la degeneración celular [Lopes et al., 2008]. Aunque se 

considera que la HO-1 es citoprotectora, la regulación positiva de esta enzima 

en la glía podría contribuir a la neurodegeneración, porque, a medida que el 

cerebro envejece, es probable que la acción prolongada de la HO-1 en los 

astrocitos participe en el secuestro de hierro, estrés oxidativo intracelular e 

insuficiencia mitocondrial [Schipper et al.,  2009]. 
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El exceso de hierro puede inducir estrés oxidativo al generar especies 

reactivas del oxígeno (ROS) por la reacción de Fenton, en particular el radical 

hidroxilo [Crichton et al., 2006; Crichton et al., 2014]. Las ROS pueden dañar el 

ADN nuclear y el ADNmt [Melis et al., 2013], afectar la expresión del ADN por 

mecanismos epigenéticos [Kwok,  2010], y oxidar proteínas. La peroxidación de 

los ácidos grasos poliinsaturados de los lípidos de la membrana por ROS  genera 

aldehídos altamente reactivos, como el 4-hidroxinonenal, que modifica 

irreversiblemente las proteínas por carbonilación [Dalle-Donne et al., 2003; 

Perluigi et al., 2012]. Además, las ROS pueden inducir la liberación de hierro de 

los grupos hierro-azufre de las proteínas mitocondriales de la cadena respiratoria 

y otras proteínas de unión a hierro, lo que conduce a una mayor producción de 

ROS a través de la reacción de Fenton. La alteración de la homeostasis del hierro 

puede interferir con las funciones mitocondriales y, como resultado, acelerar la 

progresión de mecanismos degenerativos asociados a la oxidación de 

biomoléculas con funciones biológicas relevantes para la fisiología celular 

[Mastroberardino et al., 2009; Horowitz et al., 2010].  

 

 En este contexto, el uso de compuestos antioxidantes para paliar el 

avance de los procesos neurodegenerativos de las enfermedades cuya tasa de 

incidencia aumenta significativamente con el envejecimiento de la población 

humana es una posibilidad que ha tomado fuerza durante los últimos años. Entre 

estos antioxidantes tienen un valor terapéutico especial los compuestos 

naturales presentes en los productos alimentarios, porque permiten realizar 

intervenciones de tipo nutricional de bajo coste y accesibles a prácticamente toda 

la población. Dentro de este tipo de compuestos se encuentran los flavonoides 

antioxidantes, presentes en muchos alimentos de origen vegetal (frutas y 

verduras). Además, los flavonoides forman complejos con cationes de hierro y 

de otros metales de transición. La capacidad de atrapar cationes de hierro y su 

carácter hidrofóbico (que les permite incorporarse rápidamente y difundir a través 

de las membranas biológicas) hace que los flavonoides sean particularmente 

potentes para antagonizar las reacciones de Fenton en las células e inhibir la 

peroxidación lipídica inducida por Fe2+ [Chen et al., 2000; Mira et al., 2002; Silva 

et al., 2002]. Los flavonoides que tienen un mayor número de grupos hidroxilo, 

como la miricetina, la quercetina, el kaempferol y la luteolina, son los más 
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potentes como inhibidores de la peroxidación lipídica inducida por Fe2+ [Silva et 

al., 2002]. Además, los flavonoides tienen efectos antiinflamatorios [Maleki et al., 

2009] y se están utilizando como agentes antiinflamatorios en los tratamientos 

terapéuticos de un número cada vez mayor de patologías humanas, ver, por 

ejemplo, [Ren et al., 2019]. Se han reportado muchos efectos beneficiosos de la 

administración de estos flavonoides para paliar el avance de los deterioros 

neurológicos y la neurodegeneración asociados a la EA y a otras enfermedades 

neurodegenerativas cuya incidencia aumenta mucho con la edad, revisados en 

[Gutierrez-Merino et al., 2011]. 
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2. Objetivos de este trabajo  
 

Durante los últimos años se han acumulado muchas evidencias 

experimentales que apoyan la hipótesis de un papel relevante de los oligómeros 

intracelulares de los péptidos β-amiloide neurotóxicos en la etiopatogenia de la 

EA. De entre estos péptidos, el Aβ(1-42) ha sido foco de atención, dado que es 

uno de los componentes predominantes de las placas amiloides y de los ovillos 

neurofibrilares detectados en muestras de cerebro de enfermos de Alzheimer. 

Estudios realizados usando diferentes modelos animales y celulares de la 

patología de Alzheimer han demostrado que la desregulación de la homeostasis 

intracelular del Ca2+ en neuronas y el estrés oxidativo celular en el cerebro son 

dos eventos detectados en las etapas iniciales de los procesos de muerte 

neuronal inducidos por los péptidos β-amiloide neurotóxicos en general y por el 

péptido Aβ(1-42) en particular. Poco antes del inicio de esta tesis doctoral 

nuestro equipo de investigación identificó a la CaM como una de las proteínas 

intracelulares con mayor afinidad por el péptido Aβ(1-42) y otros péptidos β-

amiloide neurotóxicos libres en disolución. Como se ha documentado en la 

sección de la Introducción de esta tesis doctoral, la CaM es una proteína de unión 

de Ca2+ con múltiples funciones de regulación de la actividad neuronal y que se 

encuentra en las neuronas a concentraciones notablemente más elevadas que 

en otros tipos celulares de mamíferos. Una proteína estructuralmente 

relacionada con la CaM es la calbindina-D28k, que presenta niveles de expresión 

elevados en neuronas localizadas en las regiones del cerebro más afectadas en 

la EA. Por otra parte, ha sido ampliamente documentada una alta propensión del 

péptido Aβ(1-42) a unirse a los rafts lipídicos de la membrana plasmática, 

desempeñando un papel clave en la internalización de este péptido en las 

neuronas. Estudios previos han demostrado que asociados a los rafts lipídicos 

de las neuronas se encuentran dos sistemas redox cuya desregulación funcional 

ha sido implicada en la muerte celular asociada a los procesos 

neurodegenerativos, la Cb5R y la nNOS. La Cb5R es una enzima que desempeña 

un papel clave en el metabolismo lipídico y se han documentado alteraciones 

significativas del metabolismo lipídico cerebral en los enfermos de Alzheimer. 

Por otra parte, la sobreestimulación de la nNOS se ha demostrado que tiene un 
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papel relevante en el daño por estrés oxidativo inducido en el cerebro por 

muchos procesos neurodegenerativos. Además, el péptido Aβ(1-42) une con alta 

afinidad cationes metálicos como Fe2+/3+ y Cu1+/2+, potenciando reacciones de 

tipo Fenton, y la desregulación de la homeostasis intracelular del hierro en las 

neuronas se ha propuesto como una de las posibles causas del inicio del proceso 

neurodegenerativo en el cerebro de los enfermos de Alzheimer.   

En base a estos antecedentes, el objetivo global de esta tesis doctoral es 

el estudio de las interacciones del péptido Aβ(1-42) con las proteínas de unión 

de calcio, CaM y calbindina-D28k, y con los sistemas redox asociados a los 

“rafts” lipídicos, Cb5R y nNOS, y sus implicaciones funcionales.  

Para alcanzar este objetivo global se han planteado los siguientes 

objetivos parciales: 

- Desarrollo de un método de medida de la cinética de formación de complejos 

entre concentraciones nanomolares del péptido Aβ(1-42) y de proteínas. 

- Diseño y evaluación experimental de péptidos antagonistas de las interacciones 

entre el péptido Aβ(1-42) y las proteínas de unión de calcio CaM y calbindina-

D28k. 

- Estudio de la posible modulación por el péptido Aβ(1-42) y otros péptidos β-

amiloide neurotóxicos de las actividades de la Cb5R y de la nNOS. 

- Estudios sobre la modulación de la interacción entre el péptido Aβ(1-42) y la 

CaM por Fe3+ (y otros iones metálicos) y por otros compuestos seleccionados 

por su  potencial uso terapéutico. 
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3. Resultados 
 
 

3.1.  Diseño y evaluación experimental de un péptido antagonista de las 
interacciones entre el péptido Aβ(1-42) y las proteínas de unión de calcio CaM y 
calbindina-D28k. 
 

1.1. Interacción entre Aβ(1-42)HiLyteTM Fluor555 y calmodulina (CaM). 

 

En un trabajo previo de nuestro equipo de investigación [Corbacho et al., 

2017] encontramos que la intensidad de fluorescencia del derivado fluorescente 

HiLyteTM -Fluor555 aumentaba de manera dependiente de la concentración de 

CaM, con un valor de IC50 ≈ 1 nM. Los resultados de la figura 5A muestran que 

la adición de 5 nM de CaM a una disolución 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM -Fluor555 

provoca una lenta cinética de aumento de la intensidad de fluorescencia de la 

sonda HiLyteTM -Fluor555, que alcanza un valor máximo de un 17±2%, muy 

próximo al incremento de un 20-25% reportado en [Corbacho et al., 2017]. Este 

experimento permite concluir que es posible medir la cinética de formación del 

complejo entre ambas moléculas midiendo la cinética de cambio de intensidad 

de fluorescencia de la sonda Aβ(1-42) HiLyteTM -Fluor555, que es causado por 

la alteraciones en el microambiente del fluoróforo inducidos por la proximidad 

con la CaM, lo cual sugiere la formación de una complejo. Es significativo que la 

formación de este complejo no produce desplazamiento del pico de emisión del 

espectro de Aβ(1-42) HiLyteTM -Fluor555. El aumento de la fluorescencia en 

función del tiempo, después de la adición de CaM, sigue una cinética de primer 

orden (figura 5B), con una constante de velocidad (kon) de 4,0±0,3 x10-3 s-1, es 

decir, con un valor de tiempo de semirreacción (t1/2) de 173±10 s. 

 

A continuación, estudiamos este proceso cinético con 10 nM Aβ(1-42) 

HiLyteTM -Fluor555 a diferentes concentraciones de CaM, variando la relación 

molar Aβ(1-42):CaM (figura 5C). Estos resultados revelan que el cambio 

máximo de fluorescencia incrementa a concentraciones de CaM entre 2,5 nM y 
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5 nM, sin diferencias significativas entre 5 y 10 nM. Es de reseñar que a 5 nM de 

CaM la relación molar para la formación del complejo es de 2:1. En trabajos 

previos de nuestro laboratorio se concluyó que la CaM se une a dímeros de Aβ(1-

42) [Corbacho et al., 2017]. Por lo tanto, los resultados que se muestran en la 

figura 5C respaldan aún más esta hipótesis, porque Aβ(1-42) se encuentra en 

gran medida en estado dimérico en nuestras condiciones experimentales, como 

se indica en la sección de Materiales y Métodos. Sin embargo, con una relación 

molar Aβ(1-42):CaM 1:1, p.e., 10 nM  de CaM y 10 nM Aβ(1-42), la constante de 

velocidad del proceso cinético incrementa cerca de 4 veces, por encima de 

(18±4) x 10-3 s-1 (tiempo de semirreacción t1/2 = 38±7 s), sugiriendo que una 

segunda molécula de CaM puede también unirse al complejo Aβ(1-42)2:CaM 

conduciendo a la formación de complejos Aβ(1-42)2:CaM2. 

 

Los estudios cinéticos anteriores nos permitieron obtener la velocidad de 

formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM -Fluor555:CaM, además indican una 

alta afinidad de la CaM por Aβ(1-42), ya que se deduce una extensiva formación 

de estos complejos en el intervalo de concentraciones nanomolares estudiado. 

Con la finalidad de evaluar la constante de disociación del complejo Aβ(1-42) 

HiLyteTM -Fluor555:CaM, hemos medido la cinética de reversión del incremento 

de la fluorescencia agregando 100 nM de Aβ(1-42) no marcado una vez que ha 

finalizado la cinética de formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM -

Fluor555:CaM (figura 5D). La disminución de la fluorescencia revela la cinética 

de intercambio de Aβ(1-42)HiLyteTM-Fluoro555 por Aβ(1-42) no marcado. Se 

puede ver que este es un proceso cinético mucho más lento, ya que es necesario 

un tiempo de 900±50 s para obtener una disminución del 50% del incremento de 

la fluorescencia asociado a la formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM -

Fluor555:CaM. A partir de estos resultados hemos calculado una constante de 

velocidad del intercambio de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluoro555 por Aβ(1-42) no 

marcado de (7,7±0,9) x 10-4 s-1. Por lo tanto, nuestros resultados llevaron a un 

valor de aproximadamente 5 para la relación entre la constante de velocidad 

promedio de los pasos limitantes de la velocidad de formación y disociación del 

complejo (kon/koff). Se puede concluir que a concentraciones nanomolares de 
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Aβ(1-42) y CaM, el equilibrio está fuertemente desplazado hacia la formación del 

complejo Aβ(1-42):CaM. 

 

 

 

Figura 5. Cinética de formación de complejo entre Aβ(1-42) y CaM monitorizada por el 
incremento de la fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. (A)  Registro cinético 
representativo del incremento de la intensidad de fluorescencia de 10 nM Aβ(1-42) 
HiLyteTM-Fluor555 inducido por la adición de 5 nM CaM. (B) El incremento de la 
fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 se ajusta a un proceso cinético de primer 
orden. Fmax es la intensidad de fluorescencia máxima al finalizar el proceso cinético. La 
línea continua negra es el ajuste lineal por mínimos cuadrados de los datos del panel A 
a la ecuación: 𝑦 = 9,845 − 0,00396𝑥 (R2=0,922). (C) Dependencia de la cinética de 
incremento de la intensidad de fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyte TM-Fluoro555 10 nM 
con la concentración de la CaM: 2,5 nM (azul), 5 nM (marrón) y 10 nM (negro). (D) 
Reversión del aumento de la intensidad de fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-
Fluoro555 provocado por la adición de 5 nM CaM, tras la adición de 100 nM de Aβ(1-
42) en el punto indicado por una flecha. Las medidas de fluorescencia se han realizado 
como se indica en la sección de los Materiales y Métodos de esta tesis, y a.u. significa 
unidades de fluorescencia dadas por las lecturas del fluorimetro. 
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1.2. Docking entre Aβ(1-42) y CaM y criterio para seleccionar los modelos 
estructurales in silico más probables del complejo Aβ(1-42):CaM. 

El docking entre Aβ(1-42) y CaM se realizó siguiendo la metodología 

indicada en la sección Materiales y Métodos. Primero, obtuvimos los archivos de 

las 10 estructuras más probables después de la minimización de energía libre de 

Gibbs (ΔG) proporcionada por el servidor ClusPro para los archivos de Aβ(1-42) 

con PDB ID: 1IYT y 1Z0Q. Teniendo en cuenta los resultados experimentales 

obtenidos en nuestro trabajo anterior sobre la formación del complejo Aβ(1-

42):CaM [Corbacho et al., 2017], consideramos como simulaciones aceptables 

para el complejo Aβ(1-42):CaM solo las que presentan fuertes interacciones 

hidrofóbicas en el segmento de la secuencia de la CaM, comprendido entre los 

residuos 25-35 del péptido. Además, nuestro trabajo anterior mostró que la 

formación del complejo no altera la unión a Ca2+ a la CaM [Corbacho et al., 2017], 

excluyendo que el péptido Aβ(1-42) se una al dominio de unión a Ca2+ de CaM. 

La aplicación de estos criterios redujo el número de modelos estructurales más 

probables para la formación del complejo entre Aβ(1-42) y CaM a 4. Entonces, 

seleccionamos dos modelos favorecidos hidrofóbicamente, altamente 

calificados, uno para cada archivo PDB ID de Aβ(1-42), aplicando el criterio de 

valores de ΔG más bajo entre los modelos que mostraron un solapamiento 

extensivo con el dominio de interacción de CaM con el péptido Aβ(25-35) que se 

muestran en la figura 4 de la ref. [Corbacho et al., 2017]. Las interfaz de 

interacción para cada uno de los dos modelos seleccionados fueron analizadas 

usando PDBePISA (Protein interfaces, Surfaces, and Assembies). Hemos 

designado a estos modelos seleccionados como las estructuras 1 y 2 y se 

muestran en las figuras 6 y 7, respectivamente. Los valores de ΔG obtenidos 

para las estructuras 1 y 2 fueron -17 y -15 kcal/mol, los cuales son consistentes 

con la baja constante de disociación de los complejos Aβ(1-42):CaM reportados 

en nuestros trabajos experimentales previos [Corbacho et al., 2017]. El análisis 

in silico de la interfaz de interacción se presenta resumida en la tabla 2, la cual 

muestra los residuos de aminoácidos de Aβ(1-42) y de la CaM más 

probablemente involucrados en la interacciones establecidas para ambos 

modelos del complejo Aβ(1-42):CaM. Para ser conservadores, hemos incluido 

en estas listas solo los residuos de aminoácidos de (1-42) y CaM con BSA/ASA 

≥ 0,5, es decir, muy por encima del valor del umbral recomendado de 0,15. 



59 
 

 

 

 

 

Figura 6. La estructura 1 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(1-42):CaM 
obtenido usando los archivos PDB ID: 1Z0Q para el péptido Aβ(1-42) y 1CLL para la 
CaM saturada con Ca2+. El acoplamiento se realizó como se indica en la sección de 
Materiales y Métodos. (A) Imágenes del espacio ocupado (alta densidad electrónica) y 
del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el complejo. El péptido Aβ(1-42) 
en rojo y la CaM de azul (en la imagen de esqueleto peptídico de azul claro), los residuos 
24-42 de los aminoácidos del péptido Aβ(1-42)  en rojo y el resto de Aβ(1-42) de gris 
oscuro. (B) Los detalles estructurales de la interfaz Aβ(1-42):CaM de la estructura del 
modelo 1 in silico. Los residuos de aminoácidos de la CaM (coloreados en azul) son los 
que interaccionan más fuertemente con los residuos 24-42 de los aminoácidos del 
péptido Aβ(1-42) (coloreados en rojo). (C) Gráficos de los valores BSA/ASA obtenidos 
para los residuos de aminoácidos del péptido Aβ(1-42) y de la CaM en la estructura 2 
del modelo in silico del complejo Aβ(1-42):CaM. 
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Figura 7. La estructura 2 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(1-42):CaM 
obtenido usando los archivos PDB ID: 1IYT para el péptido Aβ(1-42) y 1CLL para la CaM 
saturada con Ca2+. El acoplamiento se realizó como se indica en la sección de 
Materiales y Métodos. (A) Imágenes del espacio ocupado (alta densidad electrónica) y 
del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el complejo. El péptido Aβ(1-42) 
en rojo y la CaM de azul (en la imagen de esqueleto peptídico de azul claro), los residuos 
24-42 de los aminoácidos del péptido Aβ(1-42) en rojo y el resto de Aβ(1-42) de gris 
oscuro. (B) Los detalles estructurales de la interfaz Aβ(1-42):CaM de la estructura del 
modelo 2 in silico. Los residuos de aminoácidos de la CaM (coloreados en azul) son los 
que interaccionan más fuertemente con los residuos 24-42 de los aminoácidos del 
péptido Aβ(1-42) (coloreados en rojo). (C) Gráficos de los valores BSA/ASA obtenidos 
para los residuos de aminoácidos del péptido Aβ(1-42) y de la CaM en la estructura 2 
del modelo in silico del complejo Aβ(1-42):CaM. 

 



61 
 

Tabla 2. Lista de los residuos de aminoácidos del péptido Aβ(1-42) y de la CaM que 
interaccionan más fuertemente en la interfaz péptido/proteína de las estructuras 1 y 2, 
obtenidas mediante simulaciones de docking para el complejo 1:1 Aβ(1-42):CaM. Los 
residuos de aminoácidos, tanto del péptido Aβ(1-42) como de la CaM, se enumeran de 
mayor a menor según el valor del parámetro BSA/ASA (valores entre paréntesis), 
obtenidos del análisis de interfaz con el software PDBePISA. Solo se han incluido los 
aminoácidos con valores de BSA/ASA ≥ 0,5. 

 

             Residuos de aminoácidos Aβ(1-42)                 Residuo de aminoácidos de CaM       

Estructura 
modelo 1 

Gly37 (1,0), Gly38 (1,0), Val36 
(0,98), Phe20 (0,97), Val40 
(0,89), Leu34 (0,83), Val39 
(0,82), Met35 (0,77), Lys28 

(0,72), Val24 (0,66) 

Ile27 (1,0), Leu32(1,0), Ile52 (1,0), Ile63 (1, 
0), Phe68 (1,0), Met71 (1,0), Phe19 (0,99), 
Phe89 (0,99), Gly98 (0,98), Val55 (0,98), 
Met51 (0,88), Arg86 (0,85), Met36 (0,76), 
Met72 (0,74), Lys75 (0,73), Thr79 (0,70), 

Gly96 (0,68), Asn97 (0,64) 

 
 
 
 
 
 

 
 

Estructura 
modelo 2 

VAL39 (0,99), Ala42 (0,99), 
Gly38 (0,98), Met35 (0,96), 
Ile41 (0,82), Val24 (0,79), 

Lys16 (0,5) 

Val136 (1,0), Phe141 (1,0), Phe92 (0,99), 
Leu105 (0,99), Ala88 (0,90), Glu87 (0,85), 

Leu112 (0,77), Met124 (0,63), Met109 
(0,61), Val91 (0,57), Met145 (0,56), Ala128 

(0,52) 

 

 
 
 
 

 

 

1.3. Diseño de un péptido antagonista para la formación del complejo Aβ(1-
42):CaM y su evaluación experimental. 

Con el objetivo de diseñar un péptido antagonista de la formación del 

complejo entre Aβ(1-42) y CaM, primero identificamos los residuos de 

aminoácidos de la CaM, que directamente interaccionan con cada uno de los 

residuos de aminoácidos del dominio 24-42 del péptido de Aβ(1-42), en las 

simulaciones de acoplamiento molecular previamente seleccionadas 

(estructuras 1 y 2, véase el detalle de las estructuras 1 y 2 mostradas en la 

figuras 6B y 7B). Los datos mostrados en la tabla 2 visualizan los residuos de 

aminoácidos más relevantes del complejo Aβ(1-42):CaM encontrados en el 

análisis de la interfaz usando modelos estructurales simulados del complejo in 

silico. Elegimos la estructura 1 de Aβ(1-42) y CaM como la estructura guía para 

el diseño del péptido, porque la predicción muestra más residuos de aminoácidos 

en el dominio 24-42 de Aβ(1-42) que interaccionan fuertemente con la CaM, 

como lo señalan los valores promedio más altos de la relación entre el área de 
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superficie no accesible/accesible (BSA/ASA) obtenidos en el análisis de las 

interfases con el servidor PDBePISA (Tabla 2), y que dan un valor de ΔG más 

favorable. A continuación, calculamos la distancia de separación en la estructura 

tridimensional de CaM entre los residuos de aminoácidos de CaM que participan 

en estos pares. Posteriormente, utilizando el tamaño de volumen de los residuos 

de aminoácidos estándar, introdujimos residuos de aminoácidos no polares para 

producir una separación entre los aminoácidos que imite su separación en la 

estructura tridimensional de CaM. Este protocolo operativo nos condujo al 

siguiente péptido de diez aminoácidos (del N-terminal al C-terminal): 

VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal) como candidato posible a ser 

antagonista peptídico para la formación del complejo Aβ(1-42):CaM. 

Con el objetivo de reforzar esta hipótesis, hemos realizado simulaciones 

de docking del péptido VFAFAMAFML con Aβ(1-42) y con la conformación de la 

CaM saturada por Ca2+, utilizando una aproximación metodológica alternativa 

(CABS-dock Web Server) que no implica ninguna suposición apriorística de la 

estructura tridimensional del péptido VFAFAMAFML, como se indica en la 

sección de los Materiales y Métodos de esta tesis. Las dos estructuras modelo 

más probables para la formación de complejos entre el péptido VFAFAMAFML y 

el péptido Aβ(1-42) y entre el péptido VFAFAMAFML y la CaM, generadas con 

esta aproximación se presentan en la figura 8. Además, dentro de las 10 

estructuras más probables generadas para estos complejos, mediante este 

análisis “in silico” se obtuvieron otras estructuras modelo muy próximas a los 

modelos 1 y 2 seleccionados y mostrados en la figura 8. La inspección visual 

directa de las estructuras modelo mostradas en esta figura permiten constatar 

que el péptido VFAFAMAFML está muy probablemente interaccionando con los 

dominios de interfaz del péptido Aβ(1-42) y de la CaM, los más fuertemente 

implicados en la formación del complejo Aβ(1-42):CaM obtenidos previamente 

con la aproximación ClusPro/PDBePISA. Este resultado reafirma la hipótesis de 

que el péptido VFAFAMAFML sea un antagonista de la formación del complejo 

entre el Aβ(1-42) y la CaM. 
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 Estructura modelo del complejo péptido VFAFAMAFML: Aβ(1-42) 

                     Modelo 1                                Modelo 2 

 

   Estructura modelo del complejo péptido VFAFAMAFML:CaM 

                                Modelo 1                                  Modelo 2      

 

 

Figura 8. Resultado de las simulaciones de estructuras modelo más probables de los 
complejos entre el péptido VFAFAMAFML y el péptido Aβ(1-42) y entre el péptido 
VFAFAMAFML y la CaM saturada con Ca2+ generados “in silico” utilizando el CABS-
dock Web Server. Las dos estructuras modelo con mayor tamaño de agrupaciones (las 
dos más probables) se muestran para cada complejo. En las imágenes se muestran las 
cadenas polipeptídicas y para los péptidos también el esqueleto de las cadenas laterales 
de los aminoácidos. El péptido VFAFAMAFML se ha coloreado en verde, Aβ(1-42) en 
rojo y la CaM en azul.     

 

La capacidad del péptido sintético VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal 

amidado) para antagonizar la formación del complejo Aβ(1-42):CaM se ha 

evaluado experimentalmente usando Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluoro555. Los 

resultados obtenidos se presentan en la figura 9 y muestran que solo son 

necesarias concentraciones submicromolares de este péptido para inhibir la 

cinética de incremento de la fluorescencia, que controla la interacción entre 10 
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nM de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluoro555 y 5 nM CaM. De hecho, 1 µM del péptido 

VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal aminado) bloquea completamente la 

cinética del aumento de la fluorescencia. Se puede calcular un valor IC50 de 75 

± 10 nM para este péptido a partir de estos resultados, como se indica en la 

leyenda de la figura 9A. 

 

 

Figura 9. El péptido sintético VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal aminado) 
antagoniza la formación del complejo Aβ(1-42):CaM. (A) Efecto del incremento de la 
concentración de este péptido sintético en la cinética de incremento de la intensidad de 
fluorescencia de 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluoro555 después de la adición 5 nM de 
CaM. La titulación con el péptido sintético y las medidas experimentales se realizaron 
como se indica en los Materiales y Métodos. La cinética de fluorescencia fue registrada 
en presencia de las siguientes concentraciones del péptido VFAFAMAFML (aminoácido 
C-terminal aminado): 0 (negro), 50 nM (azul oscuro), 100 nM (rosa), 250 nM (azul 
verdoso) y 1000 nM (rojo). (B) Gráfico de la dependencia del máximo incremento de 
fluorescencia registrado 1000 s después de la adición de la CaM con la concentración 
del péptido VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal aminado). Los datos mostrados son 
el promedio (círculos llenos de negro) ± S.E. (barras de error) de los resultados 
obtenidos en triplicados de medidas experimentales. La línea continua es un ajuste por 
regresión no lineal de los datos a la ecuación hiperbólica para el efecto inhibidor de 
fármacos con unión a un sitio: 𝑌 = 𝑌 − 𝑄 ∗ 𝑥 (𝐼𝐶 + 𝑥)⁄ , donde Y0 es el máximo 
incremento de fluorescencia en ausencia del péptido, Qmax es el máximo de extinción 
del incremento de fluorescencia a saturación del péptido y IC50 es la concentración del 
péptido que reduce a la mitad el máximo de incremento de fluorescencia. El ajuste de 
datos dio los siguientes resultados: R2=0,966, Y0=22%., Qmax=22% y IC50=75 ±10 nM. 
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1.4. Interacción entre Aβ(1-42) HyLiteTM-Fluor555 y calbindina D28k 

 

La cinética de aumento de la intensidad fluorescencia del cromóforo 

HiLyteTM-Fluor555, después de añadir 5 nM de calbindina D28k a una solución 

de 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555, se muestra en la figura 10A. Nuestros 

resultados muestran que el cambio en la intensidad es incluso más alto que el  

encontrado con la CaM (ver la figura 5A). Así, los resultados de la cinética de 

fluorescencia que monitoriza la interacción entre calbindina D28k indican que el 

microentorno del fluoróforo está significativamente más alterado en la formación 

del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 con calbindina-D28k, que en el de 

formación del complejo con CaM. Además, cabe destacar que esta formación de 

complejos no produce un desplazamiento significativo de la longitud de onda de 

la banda de emisión del espectro de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. La cinética de 

aumento de la intensidad de fluorescencia observada después de la adición de 

calbindina D28k a una solución de 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 tiene una 

fase de retraso inicial de aproximadamente 1 min, que no se observó en la 

cinética después de la adición de CaM. Este resultado sugiere que un cambio 

conformacional inicial en Aβ(1-42):calbindina-D28k produce una interacción más 

estrecha entre ambas moléculas. De acuerdo con esto, el tiempo necesario para 

alcanzar el 50 % del incremento máximo de la fluorescencia de Aβ(1-42) 

HiLyteTM-Fluor555 es más alto que el encontrado con CaM, a saber, 250 ± 10 s 

para calbindina-D28k frente a 173 ± 10 s para CaM (figuras 5A y 10A). 

La figura 10B muestra la dependencia de este proceso cinético tras la 

adición de diferentes concentraciones de calbindina-D28k. Estos resultados 

revelaron que el máximo cambio de incremento de fluorescencia se produce 

cuando la concentración de la calbindina-D28k aumenta desde 2.5 hasta 10 nM. 

A concentraciones de 10 nM de calbindina-D28k, la relación molar Aβ(1-

42):calbindina-D28k es  de 1:1. Dado que Aβ(1-42) se encuentra en gran medida 

en estado dimérico en nuestras condiciones experimentales, como se indica en 

la sección de Materiales y Métodos, estos resultados respaldan la hipótesis de 

que se están formando complejos de estequiometría  (Aβ(1-42))2:(calbindina-

D28k)2. 
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Las cinéticas previamente mostradas indicaron una alta afinidad de 

calbindina-D28k por Aβ(1-42), resultando en una intensa formación de complejos 

entre estas dos moléculas a concentraciones nanomolares de ambas. Esto se 

confirmó mediante la reversión del incremento de la fluorescencia provocado por 

5 nM calbindina-D28k tras la adición de 100 nM de Aβ(1-42) no marcado, 

después de completar la cinética de formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-

Fluor555:calbindina-D28k (figura 10C). La disminución de la intensidad de 

fluorescencia monitoriza la cinética de intercambio de Aβ(1-42) HiLyteTM-

Fluor555 por Aβ(1-42) no marcado y, a partir  de estos resultados, se puede 

calcular la velocidad de disociación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-

Fluor555:calbindina-D28k. Este es un proceso cinético más lento que el proceso 

cinético de unión de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 a la calbindina-D28k, con un 

tiempo de retraso corto de 1-2 min, lo que indica que se necesita una relajación 

conformacional del complejo antes de la liberación de Aβ(1-42) HiLyteTM-

Fluor555. El ajuste de los resultados a un proceso cinético de primer orden 

permite calcular una constante de velocidad de disminución de fluorescencia de 

(8,3 ± 0,4) x 10-3 s-1 (Figura 10D). Sorprendentemente, esta constante de 

velocidad es aproximadamente 10 veces mayor que la constante de velocidad 

obtenida para el proceso cinético de reversión del complejo entre Aβ(1-42) 

HiLyteTM-Fluor555 y la CaM. Además, la relación calculada entre los tiempos de 

semirreacción (t1/2) de formación y disociación del complejo es ≈ 3 para los 

complejos Aβ(1-42):calbindina-D28k, mientras que el valor obtenido para Aβ(1-

42):CaM es 0,2. Por lo tanto, nuestros resultados nos permiten concluir que CaM 

muestra una afinidad aproximadamente 10 veces mayor por Aβ(1-42) que la 

calbindina D28k. 
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Figura 10. Cinética de formación del complejo entre el péptido Aβ(1-42) y la calbindina-
D28k monitorizado por el incremento de la fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. 
(A) Registro representativo del incremento de la intensidad de fluorescencia de 10 nM 
de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 después de añadir 5 nM de calbindina-D28k. (B) 
Dependencia de la cinética de incremento de la intensidad de fluorescencia de 10 nM 
Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 con la concentración de calbindina-D28k: 2,5 nM (rojo), 5 
nM (azul) y 10 nM (negro). (C) El incremento de fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-
Fluor555 después de la adición de 5 nM de calbindina-D28k (primera flecha) se revierte 
por la adición de 100 nM de Aβ(1-42) en el punto indicado por la segunda flecha. (D) La 
cinética de disminución de la fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 después de 
la adición de 100 nM Aβ(1-42) sigue un proceso cinético de primer orden con una fase 
de retraso inicial de alrededor 60 s. Fmin es la intensidad de fluorescencia mínima al 
finalizar el proceso cinético. La línea negra continua es el ajuste lineal por mínimos 
cuadrados de los datos del panel C a la ecuación 𝑦 = 11,12 − 0,007998𝑥 (R2 = 0,982). 
Las medidas de fluorescencia se han realizado como se indica en la sección de los 
Materiales y Métodos de esta tesis, y a.u. significa unidades de fluorescencia dadas por 
las lecturas del fluorímetro. 
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Se ha evaluado experimentalmente la capacidad que tiene el péptido 

sintético VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal amidado) para antagonizar la 

formación del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k usando Aβ(1-42) HiLyteTM-

Fluor555 (Figura 11). Los resultados muestran que solo se necesitan 

concentraciones submicromolares de este péptido para inhibir la cinética de 

incremento de la fluorescencia que monitoriza la interacción entre 10 nM Aβ(1-

42) HiLyteTM-Fluor555 y 5 nM de CaM. De hecho, 250 nM de VFAFAMAFML 

(aminoácido C-terminal amidado) bloquea casi por completo la cinética de 

incremento de fluorescencia. Se puede calcular un valor IC50 de 27 ± 3 nM a 

partir de estos resultados, como se indica en la leyenda de la figura 11B. 

 

Figura 11. El péptido sintético VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal amidado) 
antagoniza la formación del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k. (A) Efecto de 
concentraciones crecientes de este péptido sintético sobre la cinética del incremento de 
la intensidad de fluorescencia 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 después de la adición 
de 5 nM de calbindina-D28k. La titulación con el péptido sintético y las medidas de 
fluorescencia se han realizado como se indica en la sección de los Materiales y Métodos 
de esta tesis. La cinética de la fluorescencia se registró en presencia de las siguientes 
concentraciones del péptido VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal amidado): 0 
(negro), 10 nM (azul oscuro), 25 nM (marrón), 50 nM (azul verdoso), 100 nM (verde) y 
250 nM (gris). (B) Gráfico de la dependencia del máximo incremento de fluorescencia 
registradas 1700 s después de la adición de calbindina-D28k en función de las 
concentraciones del péptido VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal amidado). Los 
datos que se muestran son el promedio (círculos negros) ± S.E. (barras de error) de los 
resultados obtenido en medidas experimentales realizadas por triplicado. La línea 
continua es el ajuste por regresión no lineal de los datos a la ecuación hiperbólica para 
el efecto inhibidor de fármacos con unión a un sitio inhibidor: 𝑦 = 𝑦 − [𝑄 ∗ ( ], 

donde y0 es el aumento máximo de fluorescencia en ausencia del péptido, Qmax es la 
extinción máxima del aumento de fluorescencia a la saturación del péptido y IC50 es la 
concentración del péptido que reduce a la mitad el aumento máximo de fluorescencia. 
El ajuste de datos dio los siguientes resultados: R2 = 0,99694, y0 = 33 %, Qmax = 33 % y 
IC50 = 27 ± 3 nM. 
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2.5 El análisis de docking entre Aβ(1-42) y calbindina-D28k apoya la formación 
de complejos Aβ(1-42):calbindina-D28k. 

Como se ha indicado en el apartado anterior, el péptido hidrofóbico 

VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal amidado) se comporta como un 

antagonista contra la formación del complejo Aβ(1-42):CaM y también contra la 

formación de complejos Aβ(1-42):calbindina-D28k. Esta observación 

experimental nos llevó a elegir, dentro de los modelos favorecidos 

hidrofóbicamente mejor clasificados (proporcionada por el servidor ClusPro), 

solo las simulaciones del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k que muestran una 

gran cantidad  de interacciones  con residuos de aminoácidos del péptido Aβ(1-

42) seleccionados para el diseño de este antagonista peptídico. El estudio de 

docking entre Aβ(1-42) y calbindina-D28k se ha realizado como se indica en la 

sección Materiales y Métodos. Como resultado, encontramos que el 

acoplamiento con la estructura Aβ(1-42) PDB ID: 1IYT dio más simulaciones 

energéticamente favorables para el complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k en 

relación a PDB ID: 1Z0Q, que cumplían el requisito impuesto de amplias 

interacciones entre los residuos de aminoácidos 24 a 42 de Aβ(1-42) y 

Calbindina-D28k. Esto sugiere que el microambiente del bolsillo de unión de 

Aβ(1-42) en la calbindina-D28 es más hidrofóbico que en la CaM, lo que también 

concuerda con el mayor incremento de la fluorescencia de  Aβ(1-42) HiLyteTM-

Fluor555 asociado a su unión a la calbindina-D28k. Por este motivo, obtuvimos 

los archivos PDB de las 10 estructuras más probables después de la 

minimización de energía libre (ΔG) proporcionadas por el servidor ClusPro para 

Aβ(1-42) PDB ID: 1IYT, todas con valores negativos de ΔG superiores a 10 

kcal/mol. Por lo tanto, las simulaciones de acoplamiento predicen una unión de 

alta afinidad entre Aβ(1-42) y calbindina-D28k, lo que concuerda bien con los 

resultados obtenidos en los experimentos cinéticos de fluorescencia. Tres de las 

estructuras más probables para el complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k mostraron 

amplias interacciones entre la calbindina-D28k y los residuos de aminoácidos 

24-42 de Aβ(1-42). Estas son las estructuras modelo de los complejos Aβ(1-

42):Calbindina-D28k que se muestran en la figura 12, para los cuales la 

simulación de acoplamiento da valores de ΔG de -17 (modelo 1), -12 (modelo 2) 

y -11,6 (modelo 3) kcal/mol. Luego, seleccionamos estas estructuras con los 
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valores de ΔG más bajos para el análisis de interfaz con PDBePISA, que 

identificó los residuos de aminoácidos de Aβ(1-42) y calbindina-D28k 

enumerados en la tabla 3 como aquellos cuyo microambiente está más 

fuertemente alterado por las interacciones establecidas en el dominio interfaz 

entre el péptido y la proteína del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k en los tres 

modelos seleccionados. 
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Figura 12. Estructuras de los modelos seleccionados para la formación del complejo 
Aβ(1-42):calbindina-D28k obtenidas in silico utilizando los archivos PDB ID: 1IYT para 
el péptido Aβ(1-42) y 6FIE para la calbindina-D28k. (A) Estructura del modelo 1. (B) 
Estructura del modelo 2. (C) Estructura del modelo 3. Para cada estructura modelo del 
complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k, se muestran imágenes del espacio ocupado (alta 
densidad electrónica) y del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el 
complejo. El péptido Aβ(1-42) está coloreado en rojo y la calbindina-D28k está en color 
azul. Además, se han incluido las gráficos de los valores de BSA/ASA obtenidos para 
los residuos de aminoácidos del péptido Aβ(1-42) en las estructuras de los  modelos 1,2 
y 3 generados in silico del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k a la derecha de cada 
imagen tridimensional del complejo. El análisis de docking se realizó como se indica en 
detalle en la sección de los Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. 

 

Tabla 3. Lista de residuos de aminoácidos del péptido Aβ(1-42) y de la calbindina-D28k 
que interaccionan más fuertemente en las regiones de interfaz de las estructuras modelo 
seleccionadas 1, 2 y 3 obtenidas mediante simulaciones de docking para el complejo 
Aβ(1-42):calbindina-D28k 1:1. Los residuos de aminoácidos, tanto del péptido Aβ(1-42) 
como de la calbindina-D28k, se enumeran de mayor a menor valor del parámetro 
BSA/ASA (valores entre paréntesis) obtenidos del análisis de interfaz con el servidor 
PDBePISA. Solo se han incluido los residuos de aminoácidos con valores ≥ 0,5 de 
BSA/ASA para el péptido Aβ(1-42) y ≥0,6 para la calbindina-D28k.  

 

                                Residuos de aminoácidos                  Residuo de 
aminoácidos  

                Aβ(1-42)                                          calbindina-D28k        

Estructura 
modelo 1 

Val24 (1), Phe20 (0,98), 
Leu34 (0,94), Asp23 (0,93), 
Leu17 (0,91), His14 (0,90), 
Val18 (0,88), Gly38 (0,86), 
Ile31 (0,84), Ala21 (0,65), 
Ile41 (0,63), Gly33 (0,62), 
Ala30 (0,55), Gly37 (0,52) 

Val173 (0,96), Ile73 (0,94), Val181 
(0,88), Leu179 (0,86), Lys72 (0,85), 
Glu177 (0,85), His80 (0,84), Ser28 
(0,83), Glu57 (0,82), Phe61 (0,81), 

Pro172 (0,68), Tyr30 (0,67), Ser156 
(0,61) 

 
 
 
 
 
 

Estructura 
modelo 2 

Gly33 (0,98), Gly37 (0,96), 
Ile31 (0,91), Phe20 (0,86), 
Asp23 (0,79), Leu17 (0,75), 
Leu34 (0,74), His13 (0,68), 
Lys16 (0,66), Ala42 (0,63), 
Ile41 (0,55), Val36 (0,54) 

His80 (0,95), Arg47 (0,95), Pro172 
(0,92), Leu89 (0,82), Glu57 (0,78), 
Arg93 (0,77), Leu82 (0,76), Lys98 
(0,74), Ser55 (0,74), Glu77 (0,73), 
Pro83 (0,72), Leu52 (0,71), Val81 

(0,63) 

 

 

 

 

 
Estructura 
modelo 3 

Gly37 (0,99), Ala21 (0,95), 
Ile31 (0,92, Leu17 (0,80), 
Ile41 (0,78), Leu34 (0,76), 
Gly38 (0,71), His14 (0,69), 
Val40 (0,63), Phe20 (0,62), 
Ala30 (0,53), Ala42 (0,52) 

Gly188 (0,99), Ser28 (0,95), Asn157 
(0,87), Ala258 (0,84), Glu166 (0,83), 

Phe177 (0,80), Asn192 (0,72), Cys257 
(0,70), Ser156 (0,67), Phe191 (0,67), 

Thr250 (0,63), Gln182 (0,63) 
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3.2. Hexa-histidina, un péptido con aplicaciones versátiles en el desarrollo de 
estudios sobre mecanismos moleculares de acción de oligómeros de Aβ(1-42).  
 

2.1. La hexa-histidina antagoniza la interacción de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 
con la calmodulina y con la calbindina D28k. 

En el desarrollo de los estudios de esta tesis doctoral se ha identificado a 

la hexa-histidina (His6) como un segundo péptido con la capacidad de 

antagonizar la interacción entre Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y las proteínas de 

unión de calcio calmodulina y calbindina D28k. Los resultados mostrados en la 

Figura 13 (paneles A y B) así lo demuestran. El protocolo experimental utilizado 

para obtener estos resultados ha sido el mismo utilizado con el péptido 

VFAFAMAFML en el capítulo anterior de los resultados de esta tesis doctoral, 

para poner de manifiesto el antagonismo de la interacción entre Aβ(1-42) y estas 

proteínas de unión de calcio. En este caso, los resultados permiten obtener una 

IC50 de aproximadamente 1 μM His6 para la interacción entre Aβ(1-42) y 

calmodulina y de ≈ 0,1 μM His6 para la interacción entre Aβ(1-42) y calbindina 

D28k. Estos valores de IC50 son más elevados que los obtenidos para el péptido 

VFAFAMAFML, aunque debe notarse que en el caso de la calbindina D28k el 

valor obtenido para la IC50 de His6 es solo aproximadamente 4 veces mayor que 

la IC50 de VFAFAMAFML. 

Figura 13. El péptido Hexa-His antagoniza la formación del complejo Aβ(1-42):CaM y 
Aβ(1-42):calbindina-D28k. (A) Efecto de concentraciones crecientes del péptido Hexa-
His sobre la cinética del incremento de la intensidad de fluorescencia 10 nM Aβ(1-42) 
HiLyteTM-Fluor555 después de la adición de 5 nM de CaM. (B) Efecto de 
concentraciones crecientes del péptido Hexa-His sobre la cinética del incremento de la 
intensidad de fluorescencia 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 después de la adición de 
5 nM de calbindina D28k. 
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 La adición de concentraciones submicromolares de His6 a una solución 

de 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 produce un incremento de 

aproximadamente un 10% en la intensidad de fluorescencia de este derivado de 

Aβ(1-42), Figura 14. El incremento máximo de la fluorescencia de Aβ(1-42) 

HiLyteTM-Fluor555 no varía significativamente entre 0,1 y 0,25 μM de His6 

(concentraciones en exceso sobre la de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555), lo que 

implica que a estas concentraciones de His6 la formación de complejos entre 

este péptido y Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 está saturada. El análisis de los 

resultados muestra que el incremento de fluorescencia presenta una fase de 

retardo inicial de 1-2 minutos con un valor de t1/2 entre 8 y 9 minutos a ambas 

concentraciones de His6. Estos resultados permiten excluir que la reacción 

bimolecular entre His6 y Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 sea el paso limitante de este 

proceso cinético y apoyan que el incremento de fluorescencia es consecuencia 

de un proceso cinético de primer orden (cambio conformacional) en la estructura 

de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 inducido por la formación del complejo entre 

ambas moléculas.       

 

Figura 14. Efecto de la poli-His6 en la cinética de formación del complejo Aβ(1-42) 
HiLyteTM-Fluor555:His6. La formación del complejo se midió con concentraciones 10 nM 
Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y 0,1 y 0,25 µM de His6 (paneles A y B, respectivamente). 
La flecha señala el tiempo al que se añadió la His6 en la cubeta de medida de la 
fluorescencia. Las condiciones experimentales se describen detalladamente en los 
Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. Se muestran los trazos cinéticos promedio 
de los resultados obtenidos en triplicados experimentales. 

 

2.2. Docking entre la hexa-histidina y Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. 

 El análisis de docking entre la Hexa-histidina (His6) y el péptido Aβ(1-42) 

realizado con el software MDockPeP Server genera tres posibles tipos de 
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modelos estructurales más probables entre los 10 modelos del complejo entre 

estas dos moléculas generados por el servidor. Estos modelos estructurales se 

presentan en la Figura 15. El modelo 1 es el que el servidor genera como el más 

probable, que es representativo de 4 de los 10 modelos estructurales más 

probables que muestran la interacción de la His6 con el dominio próximo al 

aminoácido NH2-terminal del péptido Aβ(1-42), implicando a la α-hélice corta y 

la parte de la α-hélice larga próxima al codo estructural de esta molécula. El 

modelo 2 es el que el servidor genera como el segundo más probable y es 

representativo de otros 4 de los 10 modelos estructurales más probables que 

muestran la interacción de la His6 con el dominio próximo al aminoácido COOH-

terminal del péptido Aβ(1-42). El modelo 3 es el que el servidor genera como el 

tercero más probable y es representativo de 2 de los 10 modelos estructurales 

más probables que muestran la interacción de la His6 con el dominio medio de 

la α-hélice larga del péptido Aβ(1-42). 

Figura 15. Modelos de la formación del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555:His6 
generado con MDockPeP Server a partir de la estructura del péptico Aβ(1-42) (PDB ID: 
1IYT) y la secuencia del péptido His6.  

 

Por tanto, el análisis “in silico” efectuado permite concluir que hay una 

notable plasticidad conformacional en la formación de los complejos entre la His6 

y el péptido Aβ(1-42). Un corolario de esta conclusión es que el modelo 

estructural predominante de estos complejos debe ser fuertemente dependiente 

del microentorno en el que estos se encuentren (más o menos hidrofóbico).  
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2.3. Colocalización del Aβ(1-42) con la Cb5R en neuronas granulares del 
cerebelo de rata. 

El retículo endoplasmático es un orgánulo intracelular que une 

extensivamente concentraciones entre 60 y 200 nM del péptido Aβ(1-42) 

internalizado en neuronas granulares del cerebelo (CGN) [Poejo et al., 2021a] y 

en la línea neuronal HT-22 [Poejo, 2022]. Como se ha indicado en la sección de 

Introducción de esta Tesis doctoral, estudios realizados por otros investigadores 

han demostrado que la desregulación de las funciones del retículo 

endoplasmático media la citotoxicidad de los diferentes péptidos β-amiloides 

neurotóxicos, Aβ(1-42) entre ellos. Además, en la enfermedad de Alzheimer se 

han documentado alteraciones significativas del metabolismo de los lípidos, 

incluyendo al colesterol [Rojo et al., 2006]. El sistema citocromo b5/citocromo b5 

reductasa (Cb5/Cb5R) desempeña un importante papel en el metabolismo de los 

lípidos (véase la sección de Introducción de esta tesis) y por estas razones 

hemos evaluado experimentalmente la posibilidad de que este sistema redox 

pueda encontrarse asociado a nanodominios de las membranas celulares que 

unen concentraciones del Aβ(1-42) en la escala de nanomolar a submicromolar. 

 Utilizando la técnica de microscopía de fluorescencia hemos estudiado la 

colocalización de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 con Cb5R en neuronas 

granulares del cerebelo en cultivo. El anticuerpo anti-Cb5R de conejo se ha 

visualizado con un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo fluorescente 

marcado con Alexa488 y se han adquirido imágenes de fluorescencia de 

neuronas en ausencia y en presencia de 100 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 

(Figura 16). Los resultados muestran una extensa colocalización de Cb5R con 

Aβ(1-42) en estas neuronas, color naranja-amarillo en las imágenes de 

sobreimposición (“merge”) mostradas en la figura. El análisis de la relación de 

intensidades de fluorescencia roja/fluorescencia verde de las imágenes (Figura 

16, panel FRET) demuestra que esta relación se incrementa más de cuatro 

veces en presencia de 100 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 con respecto al valor 

de esta relación en neuronas granulares del cerebelo teñidas solo con anti-Cb5R 

+secundario fluorescente Alexa488. La intensidad promedio de fluorescencia 

(roja y verde) por pixel en los somas neuronales se ha medido utilizando la 
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herramienta de selección de región de interés del software HCImage de 

Hamamatsu.  

 

Figura 16. Colocalización y FRET entre Cb5R y Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. Panel A: 
imágenes representativas de microscopía de fluorescencia de CGN teñidas con el 
anticuerpo primario anti- Cb5R3 más el secundario anti-IgG marcado con Alexa488 (Anti- 
Cb5R*A488). Panel B: imágenes representativas de microscopía de fluorescencia de 
CGN doblemente teñidas con el anticuerpo primario anti-Cb5R3 más el secundario anti-
IgG marcado con Alexa488 (Anti-Cb5R*A488) y con 100 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 
(Anti-Cb5R*A488 +100 nM Aβ). Para cada campo seleccionado, indicado a la izquierda 
de las imágenes con c(número), se presentan las imágenes de: contraste de fases (BF), 
de fluorescencia verde (GF) y de fluorescencia roja (RF). La barra de escala insertada 
en las imágenes son de 20 μm. Las imágenes GF y RF se obtuvieron con un tiempo de 
exposición de 0,4 s. Las áreas de color amarillo y naranja de las imágenes de 
sobreimposición de las imágenes GF y RF (merge) muestran la colocalización extensiva 
de Cb5R y Aβ(1-42). Panel C: Valor del cociente entre las intensidades de la 
fluorescencia roja y verde por pixel (relación RF/GF), obtenido como se explica 
detalladamente en la sección de los Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. Los 
resultados mostrados son los valores promedio ± el error estándar de resultados 
obtenidos en experimentos realizados por triplicado (n>100 CGN somas en cada caso). 
(*) p < 0.05, diferencia estadísticamente significativa entre los valores de la relación 
RF/GF de CGN doblemente teñidas (Anti-Cb5R*A488 +100 nM Aβ) y los valores de la 
relación RF/GF de las CGN teñidas solo con (Anti-Cb5R*A488). 

 

Imágenes de las neuronas granulares del cerebelo teñidas solo con 100 nM 

Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 se han adquirido para restar el componente de 

excitación directa de la fluorescencia roja con el filtro de excitación de 470 nm. 

En este caso se demostró que es solo una pequeña contribución de intensidad 

de fluorescencia (<10% de la señal total registrada con doble tinción 
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fluorescente). Como se ha documentado con otros pares FRET en publicaciones 

previas de nuestro laboratorio [Marques-da-Silva et al., 2010; Marques-da-Silva 

and Gutierrez-Merino, 2012,2014; Fortalezas et al., 2019], esto implica que hay 

una transferencia de energía de fluorescencia (FRET) significativa entre la sonda 

Alexa488 unida al secundario fluorescente contra anti- Cb5R (donador) y Aβ(1-

42) HiLyteTM-Fluor555 (aceptor). Teniendo en cuenta el tamaño del complejo 

entre el anticuerpo primario anti-Cb5R y el anticuerpo secundario fluorescente 

conjugado con Alexa488 este resultado implica que Cb5R y Aβ(1-42) colocalizan 

a una distancia ≤40 nm en las neuronas granulares del cerebelo.  

 

2.4. Docking entre péptidos Aβ neurotóxicos y la Cb5R. 

 La colocalización de dos proteínas en nanodominios estructurales de una 

dimensión de 40 nm en las células no implica necesariamente la formación de 

complejos por interacción directa entre dos proteínas de dimensiones de solo 

pocos nm. Por tanto, hemos realizado estudios adicionales para evaluar 

críticamente la posibilidad de formación de complejos entre la Cb5R y péptidos 

Aβ neurotóxicos.  

 

Figura 17. La estructura 1 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(1-42):Cb5R 
obtenido usando los archivos PDB ID: 1IYT para el péptido Aβ(1-42) y 1UMK para la 
Cb5R. El acoplamiento se realizó como se indica en la sección de Materiales y Métodos. 
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(A) Imágenes del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el complejo. El 
péptido Aβ(1-42) en rojo y Cb5R en gris (en la imagen de esqueleto peptídico de rojo), 
los residuos 24-42 de los aminoácidos del péptido Aβ(1-42) en el modelo participan en 
la interacción con la Cb5R. (B) Imágenes del espacio ocupado (alta densidad electrónica) 
y del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el complejo. El péptido Aβ(1-
42) en rojo y Cb5R en gris. (C) Gráficos de los valores BSA/ASA obtenidos para los 
residuos de aminoácidos del péptido Aβ(1-42) y de la Cb5R en la estructura 2 del modelo 
in silico del complejo Aβ(1-42):Cb5R. 

 

En primer lugar, hemos hecho un análisis de docking entre la isoforma de 

la Cb5R de eritrocitos (PDB ID: 1UMK) y Aβ(1-42) (PDB ID: 1IYT y 1Z0Q) 

utilizando ClusPro Web Server, véase la sección de los Materiales y Métodos 

para más detalles de esta aproximación metodológica. Los resultados de este 

análisis generaron dos agrupaciones de conformaciones de baja energía 

altamente probables con la conformación 1IYT del Aβ(1-42), modelo 1 (Figura 

17) y modelo 2 (Figura 18). Ambos modelos implican la interacción del Aβ(1-42) 

con el dominio catalítico que contiene el grupo prostético de la Cb5R, el FAD, y 

aminoácidos próximos del dominio de unión del Cb5 a la Cb5R, que se han 

reportado en una publicación reciente de nuestro equipo de investigación 

[Samhan-Arias et al. (2018a)]. Imponiendo la condición de que se vea afectado 

el dominio de unión del FAD y aminoácidos proximales del dominio de unión del 

Cb5 a la Cb5R en los complejos entre la Cb5R y el Aβ(1-42), el análisis de docking 

con la conformación 1Z0Q del Aβ(1-42) generó modelos de complejos con 

valores de energía de estabilización notablemente inferiores (≤12 kcal/mol) y han 

sido descartados en este estudio. La energía de estabilización obtenida para los 

dos modelos del complejo entre la conformación 1IYT del Aβ(1-42) y la Cb5R es 

muy elevada, -23,5 y -21,2 kcal/mol para los modelos 1 y 2, respectivamente. 

Los aminoácidos más fuertemente implicados en el dominio de interacción entre 

la Cb5R y el Aβ(1-42) han sido obtenidos a partir del análisis de 

enmascaramiento de residuos, índice BSA/ASA (Buried Surface Area/Accessible 

Surface Area), como se ha explicado previamente en esta tesis. Los aminoácidos 

con valor de BSA/ASA > 0,75 se indican a continuación: 

Modelo 1: Aminoácidos de la Cb5R: A66, H92, G98, G99, I133, D214, P250, 

P251, C272, F273 y V274. Aminoácidos del péptido Aβ(1-42): L17, E22, G25, 

K28, L34, M35, V36, G38, V39, y A42.  
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Modelo 2: Aminoácidos de la Cb5R: P135, I142, P252, I254, E270, C272, F273 

y V274. Aminoácidos del péptido Aβ(1-42): S8, G9, V12, H13, L17, y V24. 

 

 

 

 

Figura 18. La estructura 2 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(1-42):Cb5R 
obtenido usando los archivos PDB ID: 1IYT para el péptido Aβ(1-42) y 1UMK para la 
Cb5R. El acoplamiento se realizó como se indica en la sección de Materiales y Métodos. 
(A) Imágenes del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el complejo. El 
péptido Aβ(1-42) en rojo y Cb5R en gris (en la imagen de esqueleto peptídico de rojo), 
los residuos 24-42 de los aminoácidos del péptido Aβ(1-42) en el modelo participan en 
la interacción con la Cb5R. (B) Imágenes del espacio ocupado (alta densidad electrónica) 
y del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el complejo. El péptido Aβ(1-
42) en rojo y Cb5R en gris. (C) Gráficos de los valores BSA/ASA obtenidos para los 
residuos de aminoácidos del péptido Aβ(1-42) y de la Cb5R en la estructura 2 del modelo 
in silico del complejo Aβ(1-42):Cb5R. 

 

Este análisis pone de manifiesto que el dominio formado por los 

aminoácidos 25 a 35 del Aβ(1-42) tienen una importante contribución a la 

formación del complejo con la Cb5R en ambos modelos (modelos 1 y 2). Puesto 

que el péptido Aβ(25-35) ha sido reportado como el péptido β-amiloide de menor 

tamaño derivado del Aβ(1-42) que mantiene la capacidad neurotóxica [Millucci 
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et al., 2010], hemos realizado también estudios de docking entre la Cb5R y el 

péptido Aβ(25-35) para evaluar la propensión de este péptido más corto a formar 

complejos con la Cb5R. Imponiendo la condición de que el dominio de unión del 

FAD y aminoácidos proximales del dominio de unión del Cb5 a la Cb5R forme 

parte del dominio de interacción entre la Cb5R y el péptido Aβ(25-35), el análisis 

de CABS-dock Web Server genera los dos modelos más probables del complejo 

entre estas dos moléculas que se muestran en las Figuras 19 y 20. Sin embargo, 

debe notarse que el valor de la energía de estabilización de estos complejos (-

9,7 kcal/mol) es notablemente inferior a los valores obtenidos para los modelos 

1 y 2 del complejo entre la conformación 1IYT del Aβ(1-42) y la Cb5R (-23,5 y -

21,2 kcal/mol).  

 

Figura 19. La estructura 1 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(25-
35):Cb5R obtenido usando la secuencia de aminoácidos de para el péptido Aβ(25-35) y 
1UMK para la Cb5R. El acoplamiento se realizó como se indica en la sección de 
Materiales y Métodos. (A) Imágenes del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas 
en el complejo. El péptido Aβ(25-35) en rojo y Cb5R en gris (en la imagen de esqueleto 
peptídico de rojo). (B) Imágenes del espacio ocupado (alta densidad electrónica) y del 
esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el complejo. El péptido Aβ(25-35) en 
rojo y Cb5R en gris. (C) Gráficos de los valores BSA/ASA obtenidos para los residuos 
de aminoácidos del péptido Aβ(25-35) y de la Cb5R en la estructura 1 del modelo in silico 
del complejo Aβ(25-35):Cb5R. 
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Otro péptido β-amiloide detectado en el cerebro de pacientes de 

Alzheimer es el Aβ(1-40). En la Figura 21A se muestra el modelo para la 

formación de complejo entre la Cb5R (PDB ID: 1UMK) y la estructura 

parcialmente plegada del péptido Aβ(1-40) (PDB ID: 2LFM) generado por el 

análisis de docking realizado con el ClusPro Web Server. Este modelo está 

basado en los 10 modelos más probables y ponderados por tamaño de 

agrupaciones. Cumple el requisito de que el dominio de unión del FAD y 

aminoácidos proximales del dominio de unión del Cb5 a la Cb5R forme parte del 

dominio de interacción entre estas dos moléculas. Debe notarse, sin embargo, 

que la energía libre de estabilización de este complejo (E = -13,9 kcal/mol) es 

significativamente menor que la obtenida con el péptido Aβ(1-42). Por tanto, el 

análisis de docking sugiere que la Cb5R tiene mucho menos afinidad por el 

péptido Aβ(1-40) que por el péptido Aβ(1-42). La superficie de interacción 

definida para relaciones BSA/ASA > 0,15 (Figura 21 B, C y D) está compuesta 

por los siguientes aminoácidos:  

Aminoácidos de la Cb5R: H77, Y79, V89, V90, R91, P92, Y93, T94, I109, K110, 

Y112, F120, G123, G124, K125, M126, S127, S145, G146, L147, I158, R159, 

P160, D161, K162, G179, G180, T181, G182, T184, P185, Q210, M272, C273, 

G274, P275, P276, I279, L284, T294, E295, C297, F298, V299, F300. 

Aminoácidos del péptido Aβ(1-40): D7, S8, G9, Y10, E11, V12, H13, H14, Q15, 

K16, L17, V18, F19, M35, V36, G38, V39, V40. 

Una secuencia similar de aminoácidos se obtiene para el modelo de complejo 

más probable cuando se selecciona la opción de solo interacción electrostática 

(E = -16,1 kcal/mol) y la misma secuencia cuando se selecciona la opción de 

solo interacción hidrofóbica (E = -13,6 kcal/mol). Por tanto, esas simulaciones 

sugieren que estas son las dos fuerzas predominantes en la interacción entre la 

Cb5R y el péptido Aβ(1-40). El modelo de complejo obtenido con todos los tipos 

de interacciones balanceados predice enlaces por puentes de H entre los 

siguientes pares de residuos del complejo Cb5R:Aβ(1-40): K125:D7, R91:S8, 

R91:G9, K110:E11, Y112:E11, T181:E11, P275:E11, K162:L17, K110:Y10 y 

P160:V39. Asimismo, predice la formación de tres puentes salinos en el complejo 

Cb5R:Aβ(1-40): K125:D7, R91:D7 y K110:E11. 
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Figura 20. La estructura 2 del modelo in silico seleccionado del complejo Aβ(25-
35):Cb5R obtenido usando la secuencia de aminoácidos de para el péptido Aβ(25-35) y 
1UMK para la Cb5R. El acoplamiento se realizó como se indica en la sección de 
Materiales y Métodos. (A) Imágenes del esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas 
en el complejo. El péptido Aβ(25-35) en rojo y Cb5R en gris (en la imagen de esqueleto 
peptídico de rojo). (B) Imágenes del espacio ocupado (alta densidad electrónica) y del 
esqueleto peptídico de los péptidos y proteínas en el complejo. El péptido Aβ(25-35) en 
rojo y Cb5R en gris. (C) Gráficos de los valores BSA/ASA obtenidos para los residuos 
de aminoácidos del péptido Aβ(25-35) y de la Cb5R en la estructura 2 del modelo in silico 
del complejo Aβ(25-35):Cb5R. 

 
 Dado que los resultados de simulaciones “in silico” deben ser 

contrastados experimentalmente, procedimos a medir experimentalmente el 

efecto de los péptidos Aβ(1-42) y Aβ(25-35) sobre la actividad de la Cb5R. 
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Figura 21. Simulaciones de acoplamiento restringidas para eritrocitos humanos Cb5R y 
Aβ(1-40). La solución mejor clasificada se seleccionó como se indica en la sección 
Materiales y Métodos. En el panel A se muestra un modelo 3D predicho para la 
formación del complejo entre Cb5R (marrón) y Aβ (rosa). La relación entre la superficie 
oculta y la superficie accesible se calculó y representó para el caso de Cb5R (panel B) 
y Aβ (panel C) donde el nivel del fondo (correspondiente a un valor de relación de 0,15) 
se indica mediante una línea roja. Los residuos resaltados involucrados en la formación 
de puentes de hidrógeno y salinos entre Cb5R y Aβ están etiquetados como esferas 
azules y esferas rosas, respectivamente (panel D). El grupo FAD de Cb5R se coloreó en 
amarillo en todos los paneles.  

 

2.5.  Concentraciones submicromolares de péptidos β-amiloides inhiben la 
reducción del citocromo b5 por la Cb5R recombinante con una cola de poli-His6, 
pero no a la Cb5R recombinante sin la cola de poli-His6.  

 Hemos producido y purificado la Cb5R humana recombinante con una cola 

de poli-His6 añadida al aminoácido NH2-terminal como se ha descrito en la 

sección de los Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. La reducción del Cb5 

dependiente de NADH catalizada por la Cb5R se ha medido siguiendo el 

protocolo descrito también en los Materiales y Métodos de esta tesis y, a partir 

de las medidas de velocidad inicial, se ha calculado la actividad de la Cb5R.  

 La actividad específica promedio determinada para las muestras de Cb5R 

humana recombinante utilizadas en esta tesis ha sido de 7,9±0,7 µmoles de Cb5 

reducido/min/mg de Cb5R a 25 o C y se ha determinado a partir de trazos cinéticos 
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de velocidad inicial como el mostrado en la Figura 22A. Hemos titulado esta 

actividad con concentraciones crecientes del péptido Aβ(1-42) en varias series 

experimentales, de manera que en una cada una de las cubetas de ensayo solo 

se han medido control (sin adición del péptido β-amiloide) y, como máximo, dos 

adiciones de Aβ(1-42). Este protocolo se ha diseñado para tener un control 

interno de la actividad de la Cb5R en ausencia de péptido Aβ(1-42), para todas 

las medidas experimentales realizadas con diferentes cubetas de ensayo, 

eliminando la posible variabilidad de la actividad de la Cb5R asociada a la posible 

pérdida de actividad durante el periodo de tiempo necesario para completar la 

gráfica de titulación con el péptido β-amiloide, usualmente 2-3 días. Además, en 

la cubeta de ensayo se han ajustado las concentraciones de Cb5R y de Cb5 de 

manera que fuera posible la obtención de datos fiables de velocidad inicial de 

reducción del Cb5 en periodos de tiempo de 5-10 minutos, tras la adición del 

NADH y sólo con una pequeña disminución de la concentración de Cb5 oxidado 

en la cubeta de ensayo. Como se ilustra en la Figura 22A la inhibición de la 

velocidad de reducción del Cb5 por los péptidos Aβ(1-42) y Aβ(25-35) se observa 

en una escala de varios minutos tras la adición del péptido, lo que implica una 

rápida unión de estos péptidos al sitio de inhibición. De hecho, las medidas de la 

actividad de reducción del Cb5 por 50 y 100 nM del péptido β-amiloide, sin 

incubación previa o con preincubación hasta 30 minutos de la Cb5R con el 

péptido, dieron resultados de inhibición que no fueron significativamente 

diferentes (menos del 10% de diferencia entre ellos). Por otra parte, la posibilidad 

de que la inhibición observada pudiera ser atribuible a la interacción entre el Cb5 

y el péptido β-amiloide es muy poco probable, porque hasta 2 μM de los péptidos 

Aβ(1-42) y Aβ(25-35) no producen alteración detectable del espectro de 

absorción del Cb5, lo que excluye una significativa perturbación del microentorno 

del grupo hemo de esta molécula por estos péptidos. 
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Figura 22. Efecto de cola de poli-His6 en la actividad NADH:Cb5 reductasa de la Cb5R. 
(A) Cinética de la reducción del Cb5 dependiente de NADH por la Cb5R con cola de poli-
His6 en ausencia y en presencia de las concentraciones indicadas de los péptidos Aβ(1-
42) y Aβ(25-35). (B) Dependencia con la concentración de Aβ(1-42), Aβ(25-35) y 
Aβ(scrambled) de la inhibición de la reducción de Cb5 dependiente de NADH por la Cb5R 
con cola de poli-His6. Las medidas de la actividad de reducción del Cb5 dependiente de 
NADH se han realizado como se indica en la sección de los Materiales y Métodos de 
esta tesis doctoral. Los resultados mostrados son el promedio ± el error estándar de los 
resultados obtenidos en triplicados experimentales.  

 

Los resultados obtenidos mostraron inhibición por los péptidos Aβ(1-42) y 

Aβ(25-35) de la actividad NADH: Cb5 reductasa de la Cb5R, siendo este 

resultado diferente en el caso del obtenido con el ”scrambled” péptido de Aβ que 

no inhibe la actividad de la Cb5R de reducción del Cb5 dependiente de NADH 

(Figura 22B). Los resultados se ajustan bien a la ecuación de inhibición por 

unión a un sitio inhibidor con una Ki de 50-60 nM (monómeros) y una inhibición 

máxima de 75-80%. Puesto que el péptido Aβ(1-42) se encuentra en forma 

dimérica como se ha indicado antes es esta tesis doctoral, esto implica que para 

este péptido la Ki real es de 25-30 nM (dímeros). Esta Ki es 5-10 veces mayor 

que la concentración de la Cb5R en la cubeta de ensayo, por lo que puede 

despreciarse la corrección de la concentración libre del péptido Aβ(1-42) por la 

unión del péptido a la enzima. 

 A continuación, hemos estudiado la dependencia de la actividad de 

reducción del Cb5 dependiente de NADH por la Cb5R humana recombinante, sin 

la cola de poli-His6, con la concentración de los péptidos Aβ(1-42) y Aβ(25-35). 

La eliminación de la cola de poli-His6 se ha realizado como se ha descrito en la 

sección de los Materiales y Métodos de esta tesis. Los resultados obtenidos 
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demostraron que hasta una concentración de 2 μM estos péptidos no tienen 

ningún efecto sobre la actividad de la Cb5R humana recombinante sin la cola de 

poli-His6, ni de tipo inhibidor ni activador, ya que registramos variaciones 

aleatorias de la actividad dentro de un intervalo de ±5% a las diferentes 

concentraciones testeadas (0,1, 0,25, 0,5, 1 y 2 μM), es decir, dentro del intervalo 

de error estándar de estas medidas (Figura 23A: gráfica de barras con 

oscilaciones de ±5%). Para reafirmar más este resultado, hemos medido el 

efecto de estos péptidos β-amiloides sobre la actividad de la reducción de Cb5 

dependiente de NADH de la Cb5R de membranas preparadas de sinaptosomas 

de cerebro de cerdo y de cerebro de rata, siguiendo protocolos validados en 

publicaciones previas de nuestro grupo de investigación [Samhan-Arias et al., 

2008, 2009, 2014, 2018]. Los resultados obtenidos nos permitieron concluir que, 

hasta una concentración de 2 μM, los péptidos Aβ(1-42) y Aβ(25-35) no tienen 

ningún efecto estadísticamente significativo sobre la actividad de reducción de 

Cb5 dependiente de NADH de la isoforma de membrana de la Cb5R (Figura 

23A). Una importante conclusión derivada de estos resultados es que la cola de 

poli-His6 sensibiliza fuertemente la inhibición de la Cb5R por péptidos β-

amiloides. Puesto que esta cola de poli-His6 se encuentra unida covalentemente 

al grupo amino terminal de la Cb5R, que está relativamente distante del centro 

catalítico de esta enzima, hipotetizamos que la inhibición se produce por bloqueo 

del correcto posicionamiento del Cb5 con respecto al centro catalítico. Esta 

hipótesis es también compatible con los resultados de docking que muestran una 

ubicación de los péptidos β-amiloides colateral al sitio de unión del grupo 

prostético FAD, pero no directamente ni a FAD, ni al centro catalítico de esta 

enzima. Para confirmar esta hipótesis medimos el efecto del péptido Aβ(1-42) 

sobre la actividad ferricianuro reductasa de la Cb5R humana recombinante con 

la cola de poli-His6, una actividad que utiliza como sustrato una molécula 

pequeña que debería tener cuya accesibilidad al centro catalítico no debería 

verse significativamente afectada. Los resultados obtenidos demuestran que 

hasta una concentración de 2 μM el péptido Aβ(1-42) no tiene ningún efecto 

sobre la actividad ferricianuro reductasa de la Cb5R humana recombinante con 

la cola de poli-His6 (Figura 23B).   
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Figura 19. Dependencia de la actividad ferricianuro reductasa de la Cb5R con la 
concentración del péptido Aβ(1-42). (A) Cb5R soluble humana recombinante sin cola de 
poli-His6 y membranas de sinaptosomas. (B) Cb5R soluble humana recombinante con 
cola de poli-His6. Los resultados se han normalizado con respecto al valor medido en 
ausencia del péptido Aβ(1-42), que se ha tomado como valor 100%. Los resultados 
mostrados son el promedio ± el error estándar de los resultados obtenidos en triplicados 
experimentales. 

 

2.6. La interacción entre el péptidos Aβ(1-42) y la Cb5R humana recombinante 
con una cola de poli-His6 puede ser cuantificada utilizando la fluorescencia de 
FAD, el grupo prostético de la Cb5R. 

 En trabajos publicados previos de nuestro equipo de investigación hemos 

demostrado que la fluorescencia de FAD puede ser utilizada para monitorizar 

cambios conformacionales en la Cb5R humana recombinante  [Samhan-Arias et 

al., 2018b,2019]. La titulación con el péptido Aβ(1-42) de la Cb5R humana 

recombinante con la cola de poli-His6 muestra que este péptido produce un 

incremento de la fluorescencia de FAD, que es rápido y dependiente de la 

concentración del péptido (Figura 24A). La fluorescencia del FAD de la Cb5R 

presenta una lenta cinética de incremento de la intensidad de fluorescencia en 

la cubeta de ensayo durante el tiempo de duración de estos experimentos (1-2 

horas). Esta lenta cinética de incremento de fluorescencia se correlaciona con 

una pequeña pérdida de actividad de la Cb5R (menor del 10%), lo que indica que 

está monitorizando el desplegamiento de la estructura de la Cb5R asociado a la 

generación de un pequeño porcentaje de desnaturalización de esta enzima, un 

proceso muy lento a la temperatura de las medidas de fluorescencia [Samhan-
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Arias et al., 2018a]. Por esta razón, realizamos experimentos control añadiendo 

solo agua destilada para corregir los resultados obtenidos con el péptido Aβ(1-

42) por este efecto. La corrección del incremento de fluorescencia asociado al 

desplegamiento de la estructura de la Cb5R se ha realizado como se indica en la 

Figura 24B y la dependencia con la concentración del péptido Aβ(1-42) del 

incremento de fluorescencia por unión específica a la Cb5R se presenta en la 

Figura 24C. 

 

 

Figura 24. Titulación con el péptido Aβ(1-42) de la fluorescencia del grupo FAD de la 
Cb5R soluble humana recombinante con la cola de poli-His6. (A) Incremento de la 
intensidad de la fluorescencia del FAD (ΔF/F0) con la concentración del péptido. (B) 
Corrección del incremento de la fluorescencia del FAD asociado a la lenta 
desnaturalización de la Cb5R. La línea es el ajuste por regresión lineal de los resultados 
obtenidos (𝑦 = 0,4112 + 0,0004𝑥; 𝑅 = 0,9875). (C) Dependencia del incremento de la 
intensidad de fluorescencia del FAD con la concentración del péptido Aβ(1-42) por unión 
específica a la Cb5R. La línea es el ajuste por regresión de los resultados obtenidos a la 
ecuación: (𝑦 = −0,0095 + 0,5227𝑥/(96,92 + 𝑥); 𝑅 = 0,9870). Las medidas de 
fluorescencia se han realizado como se describe en la sección de los Materiales y 
Métodos de esta tesis doctoral. Los resultados mostrados son el promedio ± el error 
estándar de los resultados obtenidos en triplicados experimentales. 

 

Los resultados de la dependencia con la concentración de Aβ(1-42) del 

incremento de fluorescencia por unión específica de este péptido se ajustan bien 

a la ecuación de interacción ligando-proteína 1:1 (un sitio de unión por molécula 

de Cb5R), como se muestra en la Figura 25. Los parámetros obtenidos del ajuste 

de los datos experimentales permiten concluir que a saturación de Aβ(1-42) el 

incremento de fluorescencia es de 41±4% y que la constante de disociación del 

complejo Aβ(1-42):Cb5R es de 75±5 nM de péptido monómero. Ya que en 

nuestras condiciones experimentales el péptido Aβ(1-42) es un dímero, la 

constante de disociación de este complejo más correcta es de 37,5±2,5 nM 
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(dímero). Los resultados obtenidos con el péptido Aβ(25-35) son idénticos 

(dentro de las barras de error) a los obtenidos con el péptido Aβ(1-42) (Figura 

25), y hasta una concentración de 1 μM del péptido “scrambled” Aβ(1-42) no 

produjo incremento significativo de la fluorescencia de FAD (resultados no 

mostrados). A reseñar que los resultados obtenidos en experimentos de 

titulación de la fluorescencia de FAD de la Cb5R con el péptido Aβ(1-42) en 

presencia de concentraciones entre 1 y 5 μM de Cb5 no fueron significativamente 

diferentes a los obtenidos en ausencia de Cb5. Por tanto, el Cb5 no altera 

significativamente la interacción entre el péptido Aβ(1-42) y la Cb5R con cola de 

poli-His6. Este resultado indica que el Cb5 no une el péptido Aβ(1-42), 

confirmando la conclusión alcanzada previamente a partir de los registros de los 

espectros del Cb5. Además, este resultado es el esperado si la cola de poli-His6 

es el sitio de interacción que dirige la formación del complejo Aβ(1-42):Cb5R. 

Con el objetivo de obtener más información acerca de la localización del péptido 

Aβ(1-42) en el complejo Aβ(1-42):Cb5R hemos utilizado el derivado fluorescente 

Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555, ya que FAD y HiLyteTM-Fluor555 forman un par 

donador/aceptor de FRET (Figura 26A). Hemos calculado la distancia de 50% 

de eficiencia de FRET (R0) para este par utilizando la ecuación: R0 = 

9,7·103·[K2·ΦD·J(λ)·n-4]1/6 Å [Stryer, 1978], operando como se ha hecho en 

trabajos previos de nuestro laboratorio con otros pares donador/aceptor 

[Gutierrez-Merino et al., 1989; Centeno and Gutierrez-Merino, 1992; Tiago et al., 

2004]. Brevemente, los parámetros utilizados para el cálculo de R0 del par FAD/ 

HiLyteTM-Fluor555 han sido los siguientes: (1) orientación al azar entre donador 

y aceptor: K2 = 2/3; (2) el rendimiento cuántico del grupo prostético FAD de la 

Cb5R (ΦD) ha sido determinado en este trabajo utilizando el FMN como 

referencia: ΦD = 3,96·10-3; (3) la integral de solapamiento J(λ) calculada 

utilizando el espectro de emisión de fluorescencia del FAD de la Cb5R y el 

espectro de absorción del derivado fluorescente Aβ(1-42) HiLyteFluor555: J(λ) = 

6,0254174·1015 cm3·M-1; y (4) el índice de refracción relativo de un medio acuoso 

(n): n = 1,33. El valor de R0 calculado para este par donador/aceptor ha sido de 

27,7 Å = 2,77 nm. 
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Figura 25. Dependencia del incremento de la intensidad de fluorescencia del FAD 
(ΔF/F0) con la concentración de los péptido Aβ(1-42) y Aβ(25-35) por unión específica a 
la Cb5R soluble humana recombinante con cola de poli-His6. Las líneas son el resultado 
del ajuste por regresión de los resultados obtenidos a la ecuación de interacción ligando-
proteína 1:1 (un sitio de unión por molécula de Cb5R): el para Aβ(1-42) ( 𝑌 = −0,0095 +
,

,
; 𝑅 = 0,9870); para Aβ(25-35) ( 𝑌 = −0,0019 +

,

,
; 𝑅 = 0,9974). Los 

resultados mostrados son el promedio ± el error estándar de los resultados obtenidos 
en triplicados experimentales.  

         

A continuación, con una longitud de onda de excitación de 460 nm hemos 

registrado el espectro de emisión de la Cb5R en ausencia y en presencia de 50 

nM (dímero) Aβ(1-42) HiLyteFluor555 y el espectro de emisión de 50 nM Aβ(1-

42) HiLyteFluor555 en ausencia de la Cb5R (Figura 26B). Este último espectro 

se ha restado del espectro de emisión de la Cb5R más 50 nM Aβ(1-42) 

HiLyteFluor555, para eliminar la contribución de la excitación directa del aceptor 

HiLyteFluor555 con la longitud de onda de excitación utilizada y el resultado se 

muestra en la Figura 26C. Se ha seleccionado una concentración de 50 nM 

(dímero) de Aβ(1-42) HiLyteFluor555 que es casi saturante de la inhibición de la 

actividad de reducción del Cb5 dependiente de NADH por la Cb5R y no una 

concentración más elevada para evitar una excesiva distorsión del espectro de 

emisión por un pico muy descompensado de la emisión de Aβ(1-42) 

HiLyteFluor555. A partir del resultado presentado en la Figura 26C se deriva que 
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50 nM (dímero) Aβ(1-42) HiLyteFluor555 ha producido un 45±5% de extinción de 

la fluorescencia del FAD de la Cb5R (donador de FRET), en paralelo a un 

incremento similar de la fluorescencia del aceptor HiLyteFluor555. Por tanto, 

hemos calculado una eficiencia de FRET del 45±5% entre el grupo prostético 

FAD de la Cb5R y Aβ(1-42) HiLyteFluor555. Utilizando la ecuación de FRET para 

un par donador/aceptor descrita en la sección de los Materiales y Métodos de 

esta tesis doctoral obtenemos una distancia de separación de 2,9±0,1 nm entre 

los sitios de unión de FAD y HiLyteFluor555 en la Cb5R humana recombinante 

con la cola de poli-His6. Si consideramos que con la concentración de 50 nM 

(dímero) Aβ(1-42) HiLyteFluor555 la Cb5R se encuentra entre el 60 y 65% la 

máxima eficiencia de FRET a saturación de Aβ(1-42) HiLyteFluor555 subiría al 

70±7% y a partir de este último resultado la distancia de separación sería algo 

menor, 2,35±0,1 nm. 

 

 

Figura 26.  A) Espectro de emisión de la Cb5R soluble humana recombinante con cola 
de poli-His6 con excitación a 460 nm (negro). Espectro de absorción Aβ(1-42) HiLyteTM-
Fluor555 (rojo). (B) Espectro de emisión de la Cb5R en ausencia y en presencia de 50 
nM (dímero) de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y el espectro de emisión de 50 nM Aβ(1-42) 
HiLyteTM- Fluor555 en ausencia de la Cb5R. Longitud de onda de excitación = 460 nm, 
rendijas de excitación y de emisión de 10 nm. (C) Espectro de emisión de la Cb5R (línea 
negra) y el resultado de restar el espectro de excitación directa del Aβ(1-42) HiLyteTM-
Fluor555 al espectro de la Cb5R más 50 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 (línea azul). 
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3.3.  Estudios sobre la modulación de la interacción entre el péptido Aβ(1-42) y la 
CaM y evaluación experimental de la modulación de la nNOS por el péptido 
Aβ(1-42). 
 

3.1. Papel de los cationes metálicos Fe3+, Cu2+ y Zn2+ en la interacción entre el 
péptido Aβ(1-42) y la CaM.  

 El péptido Aβ(1-42) tiene una elevada afinidad por los cationes metálicos 

Fe3+, Cu2+ y Zn2+ como se ha documentado en detalle en la sección de 

Introducción de esta tesis doctoral. Para evaluar la posible implicación de estos 

cationes metálicos en la interacción del péptido Aβ(1-42) para formar complejos 

con la CaM hemos realizado los estudios experimentales que se presentan a 

continuación. En las titulaciones realizadas utilizando la Badan-CaM con 

concentraciones crecientes del péptido Aβ(1-42) tras cada adición de este 

péptido hemos incubado entre 15 y 20 min con agitación y en la oscuridad, sin 

irradiación en el compartimento cerrado de la cubeta del fluorímetro, antes de 

tomar cada lectura de intensidad de fluorescencia de la muestra. Este tiempo de 

incubación es necesario para completar la cinética de la interacción entre el 

péptido Aβ(1-42) y la CaM, como se ha mostrado en las secciones anteriores de 

los resultados de esta tesis doctoral utilizando el derivado fluorescente Aβ(1-42) 

HiLyteTM-Fluor555. 

 

Figura 27. Efecto de metales la interación de péptido Aβ(1-42) con la CaM.  Titulación 
de la fluorescencia de 10 nM de Badan-CaM con concentraciones crecientes del péptido 
Aβ(1-42) en ausencia y en presencia de las concentraciones indicadas de los iones Fe3+ 
y Zn2+(Panel A) y en ausencia y en presencia de las concentraciones indicadas de ión 
Cu2+ (Panel B). Las medidas de fluorescencia se han realizado como se describe en la 
sección de los Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. Los resultados mostrados 
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son el promedio ± el error estándar de los resultados obtenidos en triplicados 
experimentales. 

  

En la figura 27A se muestran los resultados obtenidos para la interacción 

entre Badan-CaM y el péptido Aβ(1-42) en ausencia (control) y en presencia de 

una concentración de 0,1 μM de Fe3+ o Zn2+. Los resultados obtenidos en 

presencia de Fe3+ no son significativamente diferentes de los resultados 

obtenidos en el control. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que 

Zn2+ potencia la interacción entre Badan-CaM y el péptido Aβ(1-42), resultando 

en una mayor extinción de la fluorescencia de Badan-CaM a saturación. Sin 

embargo, no se detectaron cambios significativos en la constante de asociación 

para la formación del complejo entre estas moléculas (concentración del péptido 

Aβ(1-42) que produce el 50% de la máxima extinción de fluorescencia). En la 

figura 27B se presentan los resultados obtenidos para la interacción entre 

Badan-CaM y el péptido Aβ(1-42) en ausencia (control), y en presencia de una 

concentración de 0,1 y 1 μM de Cu2+. De los tres cationes estudiados, Cu2+ es el 

que produce un mayor incremento en la extinción de fluorescencia de la Badan-

CaM que monitoriza la formación  del complejo entre Badan-CaM y el péptido 

Aβ(1-42). En presencia de 1 μM de Cu2+ la máxima extinción de fluorescencia 

de Badan-CaM es casi el doble de la máxima extinción de fluorescencia medida 

para el control. Sin embargo, este catión hasta una concentración de 1 μM 

tampoco altera significativamente la constante de asociación del péptido Aβ(1-

42) a la Badan-CaM. 

 

Figura 28. Efecto de la DFA y de Fe3+ en la cinética de formación del complejo Aβ(1-
42) HiLyteTM-Fluor555:CaM. La formación del complejo se midió con concentraciones 
10 nM de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y 5 nM de CaM en ausencia (Panel A) y en 
presencia de 100 μM DAF (Panel B) o de 1 μM Fe3+ (Panel C). La flecha señala el tiempo 
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al que se añadió la CaM en la cubeta de medida de la fluorescencia. Las condiciones 
experimentales de estas medidas de fluorescencia se describen detalladamente en los 
Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. Se muestran los trazos cinéticos promedio 
de los resultados obtenidos en triplicados experimentales. 

  

Está ampliamente documentado que los tampones contienen cantidades 

traza de contaminantes de iones metálicos, principalmente Fe3+ y Cu2+, por lo 

que no podemos excluir la presencia de concentraciones nanomolares de estos 

iones en las titulaciones realizadas de Badan-CaM con concentraciones 

nanomolares del péptido Aβ(1-42). Además, las preparaciones comerciales del 

péptido Aβ(1-42) contienen Fe3+. Por estas razones, hemos estudiado el efecto 

de agentes quelantes de estos iones sobre las titulaciones de Badan-CaM con 

el péptido Aβ(1-42). Hemos utilizado desferoxamina (DFA) como agente 

quelante del Fe3+ y neocuproína (NCP) como agente quelante de Cu2+. En primer 

lugar, estudiamos el efecto de la presencia de estos agentes quelantes sobre la 

cinética de la interacción a concentraciones nanomolares del péptido Aβ(1-42) y 

la CaM, mediante la monitorización del cambio de intensidad de la fluorescencia 

del Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. Los resultados obtenidos en ausencia y en 

presencia de 100 μM DFA se presentan en la figura 28A y 28B, 

respectivamente. Puesto que la DFA se añade disuelta en DMSO, la cinética 

control se ha realizado añadiendo al tampón 20 μL de DMSO, el mismo volumen 

que se añade con 100 μM DFA. Estos resultados muestran que la DAF disminuye 

más del 80% el incremento de fluorescencia del Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 

tras la adición de la CaM y pusieron de manifiesto el importante papel del ión 

Fe3+ en la interacción de la CaM con el péptido Aβ(1-42). Sin embargo, esta 

cinética no se ve significativamente alterada por la adición de 10 μM NCP al 

tampón de ensayo (resultados no mostrados), excluyendo una contaminación 

relevante de Cu2+ en nuestros tampones. La figura 28C muestra el efecto 

potenciador de la cinética de interacción entre el Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y 

la CaM que tiene la adición de 1 μM FeCl3 al tampón de ensayo. Por tanto, 

variaciones en las cantidades traza de Fe3+ del tampón permiten explicar las 

variaciones anormalmente elevadas que hemos observado en las cinéticas de 

fluorescencia tras la adición de 5 nM CaM a 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 

en diferentes series experimentales realizadas durante los dos últimos años. 
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Figura 29. Efecto de la DFA y de Fe3+ en la cinética de formación del complejo Aβ(1-
42) HiLyteTM-Fluor555:calbindina-D28k. La formación del complejo se midió con 
concentraciones 10 nM de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y 5 nM de calbindina-D28k en 
ausencia (Panel A) y en presencia de 100 μM DAF (Panel B) o de 1 μM Fe3+ (Panel C). 
La flecha señala el tiempo al que se añadió la CaM en la cubeta de medida de la 
fluorescencia. Las condiciones experimentales de estas medidas de fluorescencia se 
describen detalladamente en los Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. Se 
muestran los trazos cinéticos promedio de los resultados obtenidos en triplicados 
experimentales. 

    

Con el objetivo de evaluar si el efecto de DFA sobre la interacción entre el 

péptido Aβ(1-42) y la CaM era un efecto específico para esta proteína o es 

extrapolable a otras proteínas de unión de calcio, hemos medido la cinética de 

interacción entre 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y 5 nM calbindina D28k. 

Los resultados obtenidos (Figura 29, paneles A y B) muestran una atenuación 

del 60-70% con respecto al control (con DMSO) de la amplitud del incremento 

de fluorescencia tras la adición de la calbindina D28k en presencia de 100 μM 

DFA. La figura 29C muestra el efecto potenciador de la cinética de interacción 

entre el Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y la calbindina D28k que tiene la adición de 

1 μM FeCl3 al tampón de ensayo. Estos resultados son similares a los obtenidos 

previamente con la CaM y permiten concluir que concentraciones 

submicromolares de Fe3+ potencian la interacción entre el péptido Aβ(1-42) y la 

calbindina D28k, una proteína de unión de calcio que presenta similitud 

estructural con la CaM. 

Estos resultados nos llevaron a considerar la posibilidad de que Fe3+ 

pueda unirse a los centros de unión del Ca2+ en la CaM y que este hecho 

contribuya a potenciar la interacción entre el péptido Aβ(1-42) y esta proteína. 

Puesto que la intensidad de la fluorescencia de la Badan-CaM es fuertemente 

dependiente del grado de saturación de los sitios de unión a Ca2+ [Corbacho et 
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al., 2017], esta hipótesis la hemos evaluado experimentalmente titulando con 

1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N′,N′-tetraacetato (BAPTA), un agente 

quelante de Ca2+ que no une significativamente a iones Fe3+, en lugar de EGTA, 

el agente quelante de Ca2+ de uso más frecuente. En la figura 30 se presentan 

los resultados experimentales obtenidos para las titulaciones de la fluorescencia 

de Badan-CaM con BAPTA en tampón (control) y en el mismo tampón más 1 μM 

FeCl3 o 100 μM DFA. Estos resultados demuestran que en presencia de 100 μM 

DFA la curva de disminución de la intensidad de fluorescencia de la Badan-CaM 

se desplaza hacia valores mayores de concentración de BAPTA, mientras que 

la adición de 1 μM de Fe3+ no altera significativamente los valores de intensidad  

 

Figura 30. Titulación de la fluorescencia de 10 nM Badan-CaM con la concentración de 
BAPTA. Efecto de la adición de 1 μM de Fe3+ y de 10 μM DFA. Las medidas de 
fluorescencia se han realizado como se describe en la sección de los Materiales y 
Métodos de esta tesis doctoral. Los resultados mostrados son el promedio ± el error 
estándar de los resultados obtenidos en triplicados experimentales. 

de fluorescencia con respecto al control. Por tanto, estos resultados permiten 

concluir que la concentración de Fe3+ presente en el tampón es suficiente para 

alterar la curva de saturación de Ca2+ de la Badan-CaM. Además, los resultados 

demuestran que la afinidad de la Badan-CaM hacia Ca2+ aumenta en presencia 

del agente quelante de Fe3+ (DAF), ya que es necesario aumentar más la 

concentración de BAPTA para alcanzar el 50% de la disminución máxima de 
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fluorescencia. Este último resultado es el esperado si Fe3+ compite con el ión 

Ca2+ por, al menos, alguno de los 4 sitios de unión de calcio presentes en la 

CaM. Las medidas de fluorescencia se han realizado como se describe en la 

sección de los Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. Los resultados 

mostrados son el promedio ± el error estándar de los resultados obtenidos en 

triplicados experimentales.   

 
3.2. Efectos de los antagonistas de la CaM, trifluoperazina y compuesto 48-80, 
y de los flavonoides, kaempferol y epigalocatequina, sobre la interacción entre 
el péptido Aβ(1-42) y la CaM. 

 Debido al potencial interés farmacológico de compuestos que modulen la 

interacción entre la  CaM y el péptido Aβ(1-42) para el desarrollo de terapias 

alternativas para tratar la enfermedad de Alzheimer, en esta tesis hemos 

estudiado el efecto de dos tipos de compuestos: (1) antagonistas clásicos de la 

CaM y (2) flavonoides antioxidantes, compuestos que forman complejos con el 

péptido Aβ(1-42) [Wang et al., 2015; Andarzi Gargari et al., 2018] con capacidad 

de unir Fe3+/Fe2+ [Mira et al., 2002]. 

En primer lugar, seleccionamos dos moléculas ampliamente utilizadas 

como antagonistas de la CaM en numerosos estudios experimentales, la 

trifluoperazina (TFP) y el compuesto 48-80 (C48-80), para estudiar su posible 

efecto modulador de la interacción entre la CaM y el péptido Aβ(1-42). Con este 

objetivo hemos realizado medidas de las cinéticas de incremento de la 

fluorescencia de 10 nM Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 inducido por 5 nM CaM, en 

las condiciones experimentales utilizadas en secciones y apartados anteriores, 

que han sido diseñadas y puestas a punto en esta tesis doctoral. Se han 

seleccionado concentraciones de TFP y de C48-80 ampliamente utilizadas en 

estudios experimentales con estos antagonistas. Los resultados mostrados en la 

figura 31 demuestran que en presencia de 20 μM TFP o de 10 μM C48-80 se 

produce un notable aumento de la intensidad de la fluorescencia de Aβ(1-42) 

HiLyteTM-Fluor555 tras la adición de la CaM respecto al control registrado en 

ausencia de estos antagonistas de la CaM.  

Este aumento es claramente más fuerte en el caso de la TFP, cerca de 10 

veces superior respecto al control, mientras que en el caso del C48-80 es solo 

de aproximadamente 2,5 veces. Además, la TFP incrementa muy 
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significativamente la velocidad de formación del complejo entre Aβ(1-42) 

HiLyteTM-Fluor555 y la CaM, disminuyendo el t1/2 de su formación a 

aproximadamente la mitad respecto al control. 

 

 

Figura 31. Efecto de la TFP y del compuesto 48-80 (C48-80) en la cinética de formación 
del complejo Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555:CaM. La formación del complejo se midió con 
concentraciones 10 nM de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y 5 nM de CaM en ausencia 
(Panel A) y en presencia de 20 μM TFP (Panel B) o de 10 μM C48-80 (Panel C). La 
flecha señala el tiempo al que se añadió la CaM en la cubeta de medida de la 
fluorescencia. Las condiciones experimentales se describen detalladamente en los 
Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. Se muestran los trazos cinéticos promedio 
de los resultados obtenidos en triplicados experimentales. 

  

A continuación, seleccionamos dos flavonoides para los que se han 

reportado potentes efectos protectores contra procesos neurodegenerativos del 

cerebro mediados por estrés oxidativo: el kaempferol y la epigalocatequina, 

incluida la enfermedad de Alzheimer, véase, por ejemplo, [Gutierrez-Merino et 

al., 2011; Hole and Williams, 2020]. Hemos utilizado medidas de la fluorescencia 

de Badan-CaM para estudiar los posibles efectos de estos flavonoides sobre la 

formación del complejo entre el péptido Aβ(1-42) y la CaM, para prevenir 

complicaciones en el análisis de las cinéticas de fluorescencia del Aβ(1-42) 

HiLyteTM-Fluor555, derivadas de la interacción directa del flavonoide con este 

péptido. En la figura 32 se presentan los resultados obtenidos en ausencia 

(control) y en presencia de una concentración de 10 μM de kaempferol o de 

epigalocatequina, que son concentraciones usualmente utilizadas en estudios de 

protección de estos flavonoides en cultivos celulares, ver, por ejemplo [Samhan-

Arias et al., 2004]. Estos resultados muestran que ni el kaempferol, ni la 

epigalocatequina tienen un efecto estadísticamente significativo sobre la 
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formación del complejo entre el péptido Aβ(1-42) y la CaM, produciendo menos 

de un 10% de alteración del quenching de la fluorescencia de la Badan-CaM 

inducido por el péptido Aβ(1-42). 

 

Figura 32. Efecto de los flavonoides kaempferol y epigalocatequina en la formación del 
complejo Badan-CaM:Aβ(1-42). Control (negro), 10 µM de kaempferol (blanco) y 10 µM 
epigalocatequina (gris). Las medidas de fluorescencia se han realizado como se 
describe en la sección de los Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. Los resultados 
mostrados son el promedio ± el error estándar de los resultados obtenidos en triplicados 
experimentales. 

 

3.3. La nNOS no se inhibe significativamente por concentraciones del péptido 
Aβ(1-42) menores o iguales a 0,5 μM. 

 La sobreproducción del óxido nítrico (•NO) en el cerebro produce la 

generación de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno muy citotóxicas, 

que han sido implicadas en los procesos neurodegenerativos asociados al 

desarrollo de la enfermedad de Alzheimer [Malinski, 2007]. Como se ha 

comentado brevemente en la sección de Introducción de esta tesis doctoral, se 

han reportado en la bibliografía datos contradictorios sobre la modulación de la 

nNOS por el péptido Aβ(1-42). Por esta razón, hemos medido 

experimentalmente el efecto del péptido Aβ(1-42) sobre la actividad de la nNOS 

recombinante humana utilizando dos métodos descritos en la sección de los 

Materiales y Métodos de esta tesis doctoral.  
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 Los resultados obtenidos en estas medidas experimentales se presentan 

en la figura 33. Puede observarse que solo a concentraciones del péptido Aβ(1-

42) iguales o superiores a 1 μM se alcanzan niveles de inhibición de la actividad 

de la nNOS iguales o superiores al 20%, llegando a casi un 30% de inhibición 

con 2 μM de Aβ(1-42). Sin embargo, hasta concentraciones de 0,5 μM de Aβ(1-

42) la inhibición es menor del 10% y no es estadísticamente significativa. Dado 

el papel regulador de la actividad de la nNOS por la calmodulina, realizamos 

también estas medidas de actividad en presencia de hasta 0,5 μM calmodulina 

y obtuvimos los mismos resultados. Puesto que las concentraciones 

intracelulares máximas reportadas para el péptido Aβ(1-42) son del orden de 

nanomolar a submicromolar (véase la Introducción de esta tesis doctoral), los 

resultados obtenidos permiten excluir un efecto directo de modulación de la 

actividad de la nNOS por este péptido. 

 

Figura 33. Efecto del péptido Aβ(1-42) en la actividad de la nNOS humana  
recombinante medida con los métodos de NADPH-oxidasa (negro) y de la hemoglobina 
(gris). Las medidas de actividad se han realizado como se describe en la sección de los 
Materiales y Métodos de esta tesis doctoral. La actividad medida en presencia de las 
concentraciones indicadas del péptido Aβ(1-42) se han normalizado con respecto a la 
actividad del control en ausencia del Aβ(1-42). Los resultados mostrados son el 
promedio ± el error estándar de los resultados obtenidos en triplicados experimentales. 
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4. Discusión 
 

1. Diseño y evaluación experimental de un péptido antagonista de las 

interacciones entre el péptido Aβ(1-42) y las proteínas de unión de calcio CaM y 

calbindina-D28k. 

 Los resultados de esta tesis doctoral demuestran que concentraciones 

nanomolares de Aβ(1-42) interaccionan eficientemente con las conformaciones 

de la CaM y de la calbindina-D28k saturadas por calcio, conduciendo a la 

formación de complejos estables Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k. 

Este último resultado tiene una especial relevancia en neuronas del cerebro que 

expresan calbindina-D28k. Como se resaltó en la introducción esta proteína es 

particularmente abundante en las neuronas piramidales del hipocampo y en 

neuronas corticales del sistema nervioso central [Baimbridge et al., 1992], que 

se encuentran en regiones del cerebro altamente sensibles a la 

neurodegeneración en la enfermedad de Alzheimer. Puesto que en un trabajo 

previo de nuestro equipo de investigación [Corbacho et al., 2017] se encontró 

que la afinidad del péptido Aβ(1-42) hacia la apo-CaM (conformación no unida a 

Ca2+ de esta proteína) es aproximadamente 20 veces menor que la encontrada 

para la CaM saturada por Ca2+, decidimos focalizar este trabajo en las 

conformaciones de estas proteínas saturadas por Ca2+. Además, debe ser 

resaltado que la apo-CaM tiene un papel regulador de la actividad neuronal 

mucho más reducido que la CaM saturada por Ca2+, véase, por ejemplo, la 

revisión reciente de nuestro equipo de investigación [Poejo et al., 2021b]. En un 

trabajo realizado por nuestro equipo de investigación antes del inicio de esta tesis 

doctoral, se concluyó que se forman complejos (Aβ(1-42))2:CaM con una 

estequiometría 2:1 [Corbacho et al., 2017]. Los resultados de esta tesis doctoral 

también apoyan la formación de complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-

D28k pero con una estequiometría molecular 2:2, por unión de una segunda 

molécula de CaM o de calbindina-D28k al complejo formado previamente con 

una estequiometría molecular 2:1. Por tanto, la CaM y la calbindina-D28k pueden 

tamponar la concentración del péptido Aβ(1-42) no unido alrededor de 1 nM en 

neuronas que expresan estas dos proteínas. En esta tesis doctoral se ha puesto 

a punto un nuevo método para monitorizar la formación del complejo entre 



102 
 

concentraciones nanomolares del péptido Aβ(1-42) y proteínas utilizando el 

derivado fluorescente Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. El análisis cinético de la 

velocidad de formación de estos complejos pone de manifiesto que la CaM une 

al péptido Aβ(1-42) aproximadamente dos veces más rápidamente que la 

calbindina-D28k. Este resultado indica que la CaM unirá más eficientemente que 

la calbindina-D28k el péptido Aβ(1-42). El resultado experimental que muestra 

que la velocidad de disociación del péptido Aβ(1-42) de los complejos Aβ(1-

42):CaM sea casi diez veces más lenta que la velocidad de formación de este 

complejo, apoya fuertemente la hipótesis de que una reorganización 

conformacional tiene lugar después del evento inicial de formación del complejo. 

De hecho, la inspección visual directa del dominio localizado entre los 

aminoácidos 24 y 42 del péptido Aβ(1-42) en las estructuras modelo 1 y 2 

mostradas en las figuras 6B y 7B, revela que su estructura está distorsionada 

con respecto a la estructura de este dominio del péptido en las estructuras 

registradas en el banco de datos (archivos PDB ID: 1IYT and 1Z0Q). Es 

importante notar que las estructuras del péptido Aβ(1-42) registradas en las 

bases de datos han sido obtenidas mediante espectroscopía de resonancia 

magnética nuclear (RMN) en entornos que promueven las estructuras de tipo α-

hélice [Crescenzi et al., 2002; Tomaselli et al., 2006], y que los resultados del 

trabajo previo a esta tesis realizados por nuestro equipo de investigación 

[Corbacho et al., 2017] permitieron concluir que el sitio de unión del péptido Aβ(1-

42) en la CaM presenta una elevada hidrofobicidad. El péptido Aβ(1-42) se 

encuentra en equilibrio entre las conformaciones denominadas α y β, 

representadas en los archivos PDB precitados, y este equilibrio es fuertemente 

dependiente de la polaridad del microentorno [Tomaselli et al., 2006]. Por tanto, 

la distorsión estructural del dominio de los aminoácidos 24 a 42 del péptido Aβ(1-

42), que reportan los modelos 1 y 2 del complejo generados en el análisis de 

docking realizado en esta tesis doctoral, sugiere que la unión de este péptido a 

la CaM desplaza el equilibrio entre las estructuras α y β del péptido Aβ(1-42). La 

necesidad de una distorsión inicial del dominio de los aminoácidos 24 a 42 del 

péptido Aβ(1-42) permitiría también explicar la presencia de la fase de retardo 

observada en la formación de los complejos Aβ(1-42):calbindina-D28k. En 

conjunto, nuestros resultados sugieren una significativa flexibilidad 

conformacional del dominio NH2-terminal del péptido Aβ(1-42) cuando este se 
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une a proteínas. Además, el análisis de docking realizado para generar las 

estructuras modelo del complejo Aβ(1-42):CaM revela que la Lys28 o la Lys16 

del péptido Aβ(1-42) se encuentran entre los residuos de aminoácidos que 

interaccionan más fuertemente en la región de la interfaz con la CaM en el 

modelo del complejo. Por tanto, es probable que la formación de puentes salinos 

contribuirá a anclar más firmemente el péptido Aβ(1-42) en el complejo 

inicialmente formado. La relación entre los valores de los t1/2 de los procesos 

cinéticos de formación y disociación de los complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-

42):calbindina-D28k indica que la constante de velocidad de disociación de estos 

complejos es notablemente mayor que la de su formación. Pero la constante de 

velocidad de la disociación del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k es cerca de 

diez veces más rápida que la de disociación del complejo Aβ(1-42):CaM. Por 

esta razón, podemos concluir que, en neuronas que expresen ambas proteínas, 

la CaM prevalecerá sobre la calbindina-D28k como agente atrapante de 

concentraciones nanomolares del péptido Aβ(1-42).    

 La velocidad de disociación del péptido Aβ(1-42) de los complejos Aβ(1-

42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k es muy lenta en comparación con la 

velocidad y frecuencia de los eventos moleculares asociados a una actividad 

sináptica repetitiva en las neuronas del sistema nervioso central. Puesto que la 

actividad sináptica repetitiva desempeña un papel clave en la actividad neuronal 

durante el aprendizaje y la formación de memoria [Brady et al., 2011] y ha sido 

demostrado que los oligómeros del péptido Aβ(1-42) disminuyen 

significativamente la eficiencia sináptica [Bahr et al., 1998; Wlash et al., 2002; 

Poejo et al., 2021b], la formación de los complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-

42):calbindina-D28k puede ser visualizada como un mecanismo de protección 

contra el estrés celular producido por el péptido Aβ(1-42) en neuronas. En este 

contexto es especialmente interesante resaltar que una proteína inicialmente 

encontrada en la piel, similar a la CaM (CaM-like skin protein), está presente a 

concentraciones entre 3 y 6 nM en el líquido cefalorraquídeo [Hashimoto et al., 

2017] y produce una protección eficiente contra la pérdida de capacidad de 

aprendizaje espacial en un modelo de ratón de la enfermedad de Alzheimer 

[Kusakari et al., 2018]. Esta proteína, además, inhibe la muerte neuronal en un 

modelo celular de la enfermedad de Alzheimer [Hashimoto et al., 2013]. 
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Adicionalmente, la formación de complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-

D28k puede ser visualizada como un mecanismo de respuesta adaptativa al 

estrés celular producido por los oligómeros del péptido Aβ(1-42), porque es un 

mecanismo transductor del estrés inicial producido en las neuronas por estos 

oligómeros en respuestas mediadas por señalización intracelular. Debe 

resaltarse también que en un trabajo previo de nuestro equipo de investigación 

[Corbacho et al., 2017] se ha reportado que la CaM tiene la capacidad de unir no 

solo el péptido Aβ(1-42), sino que une también otros péptidos altamente 

neurotóxicos derivados de este, como el péptido Aβ(25-35). El péptido Aβ(25-

35) es el péptido β-amiloide más corto que retiene la toxicidad del péptido Aβ(1-

42) [Millucci et al., 2010] y se ha sugerido que es la región biológicamente más 

activa del péptido β-amiloide de 42 aminoácidos [Pike et al., 1995]. Otros autores 

han señalado también que el péptido Aβ(25-35) es muy neurotóxico [Clementi et 

al., 2005; Frozza et al., 2009; Peters et al., 2016; D’Ezio et al., 2021]. Utilizando 

resonancia de plasmones superficiales, Guo et al. (2006) han demostrado que 

tau, otro biomarcador clave en la enfermedad de Alzheimer, une a múltiples 

péptidos β-amiloides neurotóxicos con afinidad nanomolar interaccionando con 

la región central y próxima al aminoácido COOH-terminal de estos péptidos. Por 

estas razones, decidimos seleccionar los modelos de docking del complejo Aβ(1-

42):CaM que presentaban interacciones fuertes con el dominio COOH-terminal 

del péptido Aβ(1-42), ya que pueden  constituir plataformas para el diseño de  

péptidos con una elevada capacidad de apantallamiento contra este péptido β-

amiloide. A continuación, procedimos a evaluar experimentalmente la capacidad 

del péptido diseñado para actuar como antagonista de la formación del complejo 

Aβ(1-42):CaM. 

    Las simulaciones de docking predicen que los residuos de aminoácidos 

de la CaM directamente implicados en las interacciones más fuertes con el 

dominio COOH-terminal del péptido Aβ(1-42) son muy hidrofóbicos. 

Considerando su organización espacial en la estructura tridimensional de la 

CaM, hemos incluido algunos aminoácidos hidrofóbicos adicionales como 

grupos espaciadores en el péptido diseñado en esta tesis doctoral. Hemos 

demostrado que el péptido diseñado, VFAFAMAFML (con el aminoácido COOH-

terminal amidado), es un potente inhibidor de la formación de los complejos Aβ(1-



105 
 

42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k. Por tanto, este resultado da un fuerte 

apoyo experimental a la hipótesis de que la formación inicial del complejo Aβ(1-

42):CaM es dependiente de interacciones hidrofóbicas. Para reforzar aún más 

este punto, hemos realizado simulaciones de docking entre el péptido 

VFAFAMAFML y el péptido Aβ(1-42) y entre el péptido VFAFAMAFML y la 

conformación de la CaM saturada por Ca2+, utilizando el CABS-dock Web Server, 

un análisis de docking que no requiere ninguna suposición apriorística de la 

estructura tridimensional del péptido VFAFAMAFML. La inspección visual de las 

simulaciones in silico de estos complejos permite observar que el péptido 

VFAFAMAFML interacciona con los dominios de la interfaz entre el péptido Aβ(1-

42) y la CaM más fuertemente implicados en la formación de los complejos Aβ(1-

42):CaM y generados por la aproximación de docking usando el servidor web 

ClusPro/PDBePISA. Este resultado provee una explicación racional para el 

mecanismo molecular de antagonismo de la formación de los complejos Aβ(1-

42):CaM por el péptido VFAFAMAFML. Además, la confirmación experimental 

de este antagonismo, junto con los resultados de las simulaciones de docking, 

sugiere que la estructura tridimensional del complejo Aβ(1-42):CaM debe ser 

muy próxima, sino idéntica, a la utilizada como base para el diseño del péptido 

antagonista en esta tesis doctoral. En base a que en un estudio previo de nuestro 

equipo de investigación habíamos obtenido una constante de disociación del 

complejo Aβ(1-42):CaM próxima a 1 nM [Corbacho et al., 2017], en esta tesis 

doctoral hemos diseñado un protocolo experimental basado en medidas de 

fluorescencia para monitorizar la cinética de interacción entre el péptido Aβ(1-

42) y la CaM con concentraciones nanomolares de ambas moléculas. Sin 

embargo, la espectroscopía de fluorescencia no permite alcanzar el nivel de 

resolución atómico en las estructuras de los complejos entre proteínas o entre 

proteínas y péptidos. Por otra parte, las aproximaciones experimentales que 

pueden ser utilizadas para la resolución de la estructura de estos complejos a 

nivel atómico, como RMN o Dispersión de rayos X de bajo ángulo y alta 

resolución, requieren el uso de concentraciones mucho más elevadas de ambos, 

péptido Aβ(1-42) y CaM. Este tipo de estudios quedan fuera de los objetivos de 

esta tesis doctoral, por su extensión y porque no disponemos en nuestro 

laboratorio de estas técnicas que utilizan un equipamiento muy costoso, ni de 

financiación específica para financiar el acceso a las grandes instalaciones 
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europeas en dónde se encuentran (coste de los experimentos y de los gastos de 

viaje y estancia en ellas).    

 Debe ser resaltado que existe la posibilidad de que otros péptidos 

hidrofóbicos con secuencias alternativas de aminoácidos sean también 

antagonistas potentes de la formación del complejo Aβ(1-42):CaM, debido a la 

contribución dominante de las interacciones hidrofóbicas en la interacción entre 

el péptido Aβ(1-42) y la CaM. Estas interacciones son débiles y basadas en la 

sinergia de muchos enlaces débiles de tipo Van der Waals, que presentan una 

baja selectividad para discriminar entre cadenas laterales de diferentes 

aminoácidos hidrofóbicos. Este punto lo ilustra el hecho de que los residuos de 

aminoácidos de la calbindina-D28k que forman pares en las interacciones con 

los residuos aminoácidos 25 a 42 del péptido Aβ(1-42), en las estructuras 

obtenidas para las simulaciones del complejo Aβ(1-42):calbindin-D28k, son 

diferentes entre los diferentes modelos generados por el análisis de docking, y 

diferentes a los obtenidos para las simulaciones modelo de los complejos Aβ(1-

42):CaM. Por ejemplo, los residuos aminoácidos de la calbindina-D28k con 

valores elevados del parámetro BSA/ASA en la proximidad de la Ile31 del péptido 

Aβ(1-42) en el complejo Aβ(1-42):calbindin-D28k varían entre las tres estructuras 

modelo generadas por simulaciones de docking, siendo la Val173 en la 

estructura 1, la Leu89 en la estructura 2 y Asn157 y Gln182 en la estructura 3. 

De manera similar, los residuos aminoácidos de la calbindina-D28k con valores 

elevados del parámetro BSA/ASA en la proximidad de la Ile41 del péptido Aβ(1-

42) son diferentes en las tres estructuras modelo generadas por simulaciones de 

docking para el complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k: Ser28, Phe61 y Tyr30 en la 

estructura 1, Pro172 en la estructura 2 y Ser28 y Phe177 en la estructura 3. Esta 

variabilidad de los residuos aminoácidos de la calbindina-D28k en el complejo 

Aβ(1-42):calbindina-D28k se puede observar también en los aminoácidos con 

valores elevados del parámetro BSA/ASA más próximos a los residuos de 

cadena lateral muy corta Gly37/38 del péptido Aβ(1-42): Ser28 y Ser156 en la 

estructura 1, Pro172 y Leu89 en la estructura 2 y Ser28, Asn157, Phe177, 

Ser156 y Gln182 en la estructura 3. La comparación de los residuos aminoácidos 

de la calbindina-D28k con los de la CaM abre una vía para diseñar una familia 

de péptidos alternativos para antagonizar la formación de los complejos Aβ(1-
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42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k. Sin embargo, debe resaltarse que hacen 

falta más estudios para resolver la estructura del complejo Aβ(1-42):calbindina-

D28k a nivel atómico. De hecho, dos resultados experimentales obtenidos en 

esta tesis doctoral permiten catalogar como muy poco probable el modelo 

estructural 2 del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k de la figura 12. Primero, el 

peso relativamente elevado de aminoácidos cargados y polares de la calbindina-

D28k, en la interfaz del modelo estructural 2 del complejo Aβ(1-42):calbindina-

D28k, no es consistente con el bloqueo de la formación de este complejo por 

concentraciones nanomolares del péptido muy hidrofóbido VFAFAMAFML 

(aminoácido COOH-terminal amidado). Segundo, el microentorno del fluoróforo 

HiLyteTM-Fluor555 unido al aminoácido NH2-terminal del péptido Aβ(1-42) no se 

ve significativamente alterado por la formación del complejo Aβ(1-42):calbindina-

D28k en este modelo estructural 2, lo que es contrario a la conclusión derivada 

de las medidas de las cinéticas de fluorescencia realizadas en esta tesis doctoral. 

 El péptido antagonista de la formación de los complejos Aβ(1-42):CaM y 

Aβ(1-42):calbindina-D28k diseñado en esta tesis doctoral (VFAFAMAFML - 

aminoácido COOH-terminal amidado) es fuertemente hidrofóbico y su pequeño 

tamaño permite prever una rápida internalización en las células. Además, hemos 

confirmado experimentalmente que la incubación durante 24 horas de células 

HT-22 en cultivo, una línea neuronal inmortalizada derivada de neuronas del 

hipocampo de ratón, con concentraciones entre 0,1 y 1 μM del péptido 

VFAFAMAFML no tiene efecto significativo sobre la viabilidad celular (figura 34). 

Por tanto, este péptido tiene un valor potencial para su uso terapéutico mediante 

inyecciones intracraneales. Sin embargo, son necesarios estudios que permitan 

conocer la viabilidad de esta aplicación, sobre todo en relación a la permeabilidad 

de este péptido a través de la barrera hematoencefálica para poder evaluar su 

potencial terapéutico mediante inyecciones intravenosas.  
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Figura 34. La viabilidad de las células HT-22 (línea celular inmortalizada derivada de 
neuronas de hipocampo de ratón) no se afecta significativamente por incubación con el 
péptido VFAFAMAFML a concentraciones (0,1-1 µM) durante 24 horas. Las medidas de 
la viabilidad celular se han realizado como se indica en la sección de los Materiales y 
Métodos de esta tesis doctoral. Los controles se realizaron incubando las células HT-22 
con las concentraciones de DMSO añadidas con el péptido VFAFAMAFML en estos 
ensayos, 0,05 and 0,1 % of DMSO. Los resultados se han normalizado a los valores 
obtenidos con las células no tratadas (0% DMSO), que se han tomado como 100% de 
viabilidad celular. Los resultados mostrados en esta figura son los valores promedio ± 
error estándar de experimentos realizados por triplicado en tres ensayos independientes 
con preparaciones diferentes de células HT-22. 

 

Además de su potencial uso terapéutico, el péptido antagonista 

VFAFAMAFML diseñado y evaluado experimentalmente en esta tesis doctoral 

puede ser un buen candidato para la evaluación experimental en cultivos 

celulares de la relevancia de los complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-

D28k en las alteraciones metabólicas y funcionales (excitabilidad y plasticidad 

neuronal entre otras) inducidas por el péptido Aβ(1-42). Deseamos resaltar que 

este péptido antagonista proporciona la primera secuencia de aminoácidos de 

referencia para la búsqueda de neuropéptidos endógenos que puedan generar 
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protección contra la neurotoxicidad inducida por el péptido Aβ(1-42) a través de 

la formación de complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k. El papel 

de algunos neuropéptidos endógenos como agentes neuroprotectores contra el 

avance de los procesos neurodegenerativos asociados a la enfermedad de 

Alzheimer es una línea de investigación prometedora, como lo ilustran las dos 

publicaciones seleccionadas sobre este punto [Rose et al., 2009; Chen et al., 

2019]. Es de reseñar que en el artículo publicado por Chen et al. (2019) se 

revisan los datos publicados que apoyan la implicación de los neuropéptidos 

grelina, neurotensina, polipéptido activador de la adenilato ciclasa (PACAP), 

neuropéptido Y, sustancia P y orexina en la patofisiología de la enfermedad de 

Alzheimer y su potencial valor terapéutico. Destacaremos que los residuos 

aminoácidos en el extremo NH2-terminal de la grelina son muy hidrofóbicos, ver 

[UniProtKB - Q9UBU3 (GHRL_HUMAN)] y que hay dos evidencias 

experimentales muy significativas que relacionan a este neuropéptido con la 

enfermedad de Alzheimer: (1) una reducción significativa del mRNA que codifica 

a la grelina se ha descrito en el giro temporal de los enfermos de Alzheimer 

[Gahete et al., 2010] y (2) la mutación derivada de un único polimorfismo que 

produce una sustitución Gln/Leu está asociada con la edad de inicio de la 

enfermedad de Alzheimer [Shibata et al., 2011].   

En resumen, los principales nuevos hallazgos reportados en esta tesis 

doctoral son: (1) la formación de complejos Aβ(1-42):calbindina-D28k a 

concentraciones nanomolares de Aβ(1-42) y de calbindina-D28k, y (2) 

concentraciones submicromolares (que no tienen una significativa toxicidad 

celular) del péptido VFAFAMAFML diseñado en esta tesis doctoral bloquean 

eficientemente la formación de los complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-

42):calbindina-D28k. Estos últimos resultados sugieren que el péptido 

fuertemente hidrofóbico de secuencia VFAFAMAFML podría ser útil como 

herramienta metodológica para evaluar la relevancia de las vías de señalización 

mediadas por los complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k en la 

neurotoxicidad del péptido Aβ(1-42).  
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2. Hexa-histidina, un péptido con aplicaciones versátiles en el desarrollo de 
estudios sobre mecanismos moleculares de acción de oligómeros de Aβ(1-42). 

 Los estudios preliminares realizados con la proteína recombinante Cb5R 

soluble humana (con una cola de poli-His6 insertada para su purificación) 

parecían sugerir que esta proteína podría ser una diana intracelular de los 

dímeros del péptido Aβ(1-42) a concentración nanomolar. A priori, esta hipótesis 

podría contribuir a explicar algunas de las disfunciones del metabolismo lipídico 

observadas en la enfermedad de Alzheimer [Rojo et al., 2006; Lee et al., 2014], 

debido al importante papel que desempeña el sistema redox Cb5/Cb5R en la 

introducción de insaturaciones en los ácidos grasos y en algunas etapas de la 

biosíntesis del colesterol y de derivados de colesterol, como hidroxicolesteroles 

y hormonas esteroides (brevemente comentadas en la sección de Introducción 

de esta tesis doctoral). Pero, puesto que no había nada reportado previamente 

sobre la Cb5R como una diana molecular para el péptido Aβ(1-42) en 

publicaciones registradas en bases de datos internacionales, decidimos tomar 

este resultado con extrema cautela.  

En primer lugar, evaluamos experimentalmente la colocalización en 

nanodominios intracelulares de la Cb5R con el péptido Aβ(1-42) en células 

permeabilizadas utilizando FRET. Hemos elegido neuronas primarias del 

cerebelo de rata para este estudio, porque estas neuronas se encuentran entre 

las que expresan más Cb5R en el cerebro de la rata [Samhan-Arias et al., 2016]. 

Para visualizar la Cb5R en las células hemos utilizado una aproximación de 

FRET basada en el uso de un anticuerpo fluorescente secundario etiquetado con 

el fluoróforo Alexa488 para visualizar el anticuerpo anti-Cb5R. Para visualizar el 

péptido Aβ(1-42) hemos utilizado el derivado fluorescente Aβ(1-42) HiLyteTM-

Fluor555. Los fluoróforos Alexa488 y HiLyteTM-Fluor555 forman un par 

donador/aceptor de FRET y con esta aproximación podemos determinar si Cb5R 

y Aβ(1-42) se encuentran en nanodominios intracelulares de una dimensión ≤40 

nm, véase Poejo et al. (2021a). Los resultados de microscopía de fluorescencia 

mostraron una fuerte colocalización de la Cb5R y el péptido Aβ(1-42) en 

nanodominios intracelulares de estas dimensiones tras tinción con 

concentraciones de 50 a 100 nM de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. Aunque este 

resultado sería consistente con la hipótesis de interacción directa entre la Cb5R 
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y el péptido Aβ(1-42) in vivo, no es por sí mismo concluyente porque el tamaño 

de estas moléculas es mucho menor que el de nanodominios de hasta 40 nm. 

Por esta razón, medimos si las concentraciones del péptido Aβ(1-42) que 

nuestros resultados mostraban que inhibían a la Cb5R humana recombinante 

inhibían también la actividad de reducción del Cb5 dependiente de NADH, la 

principal actividad específica de la Cb5R en las células, en preparaciones de 

sinaptosomas lisados y de membranas sinápticas de cerebro de rata y de cerdo. 

Los resultados obtenidos mostraron que hasta una concentración de 2 μM de 

dímeros del péptido Aβ(1-42) no hay una inhibición significativa de esta actividad, 

que es la suma de las actividades de las isoformas soluble y de membrana de la 

Cb5R. en las muestras biológicas preparadas. No usamos concentraciones más 

elevadas de dímeros del péptido Aβ(1-42) en nuestros ensayos porque los datos 

bibliográficos indican que no se alcanzan concentraciones micromolares de 

oligómeros de péptidos β-amiloides en el espacio intracelular en las células del 

sistema nervioso central durante los procesos neurodegenerativos de las 

amiloidopatías. Estos resultados sugirieron la posibilidad de que la interacción 

entre la poli-His6 y el péptido Aβ(1-42) estaba mediando la inhibición de la Cb5R 

humana recombinante (con una cola de poli-His6 insertada) por concentraciones 

nanomolares de dímeros de este péptido β-amiloide. Esta hipótesis ha sido 

confirmada utilizando Cb5R humana recombinante a la que le eliminamos la cola 

de poli-His6 como se ha indicado en la sección de los Materiales y Métodos de 

esta tesis doctoral. 

 Para confirmar la interacción entre la poli-His6 y concentraciones 

nanomolares del péptido Aβ(1-42) hemos utilizado la aproximación de 

fluorescencia que habíamos puesto a punto para los estudios de las 

interacciones entre el péptido Aβ(1-42) y la CaM y entre el péptido Aβ(1-42) y la 

calbindina-D28k. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que 

concentraciones submicromolares de His6 producen un incremento de 

aproximadamente un 10% en la intensidad de la fluorescencia de 10 nM Aβ(1-

42) HiLyteTM-Fluor555. Además, la His6 antagoniza eficientemente la formación 

de los complejos Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k, con valores de IC50 

de 1 y 0,1 μM, respectivamente. La cinética de aumento de la intensidad de la 

fluorescencia de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 inducido por la adición de His6 tiene 
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una fase de retardo inicial de 60 a 120 segundos y es un proceso lento, con un 

valor de t1/2 de 480 a 540 segundos. Por tanto, estos resultados implican que la 

formación del complejo entre His6 y el derivado fluorescente de Aβ(1-42) cursa 

con un cambio conformacional del Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555. El análisis de 

docking entre His6 y Aβ(1-42) da un apoyo racional adicional a la formación de 

complejos entre estas dos moléculas. El análisis de docking se ha hecho 

utilizando el servidor CABS-dock Web Server, que no requiere la definición inicial 

de la conformación espacial del hexapéptido de His. Los modelos estructurales 

generados por el análisis de docking muestran una His6 con diferentes 

estructuras tridimensionales en el complejo His6:Aβ(1-42). Pero adicionalmente 

estos modelos muestran que diferentes conformaciones de la His6 se asocian 

con diferentes dominios del péptido Aβ(1-42). Parece probable que la fase de 

retardo inicial del proceso cinético de formación del complejo entre estas dos 

moléculas esté asociada al cambio de la conformación de la His6 prevalente en 

el tampón cuando se une al péptido Aβ(1-42). Por otra parte, de entre los tres 

modelos estructurales mostrados en los resultados, en solo uno de ellos (el 

modelo 1 mostrado en la figura 15), el más probable según los datos del servidor 

CABS-dock Web Server, la His6 estaría asociada al dominio de los residuos 

aminoácidos 24 a 42 del péptido Aβ(1-42). Como se ha analizado previamente 

en esta sección de Discusión de la tesis doctoral, este dominio del péptido Aβ(1-

42) es el más relevante para la formación del complejo Aβ(1-42):CaM y también 

del complejo Aβ(1-42):calbindina-D28k. Puesto que His6 antagoniza 

eficientemente la formación de estos complejos, la integración de los resultados 

experimentales con los de docking apoya que el modelo más probable (modelo 

1 de la figura 15) generado por el servidor CABS-dock Web Server es el que se 

aproxima más a la estructura tridimensional del complejo His6:Aβ(1-42) en el 

tampón utilizado para el estudio experimental. Sin embargo, debe notarse que el 

fluoróforo HiLyteTM-Fluor555 se encuentra unido covalentemente al aminoácido 

NH2-terminal del péptido Aβ(1-42), que está muy distante de los puntos de 

anclaje de la His6 en el modelo 1 estructural del complejo His6:Aβ(1-42). Por 

tanto, el hecho experimental de que las medidas de fluorescencia indican que la 

unión de la His6 altera el microentorno del fluoróforo HiLyteTM-Fluor555, sugiere 

que la segunda estructura más probable generada por los estudios de docking 

(modelo 2 de la figura 15) tiene también una contribución significativa a la 
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estructura del complejo His6:Aβ(1-42). Teniendo en cuenta que el aumento de la 

fluorescencia del fluoróforo HiLyteTM-Fluor555 es un proceso cinético lento, una 

explicación sencilla podría ser que inicialmente se formara un complejo con una 

estructura tridimensional similar (sino idéntica) a la del modelo 1, que después 

se distorsiona a una estructura intermedia entre la del modelo 1 y 2. Serán 

necesarios estudios experimentales de resolución a nivel atómico para resolver 

esta estructura, pero estos estudios quedan fuera de los objetivos de esta tesis 

doctoral, por las razones indicadas previamente en esta sección de Discusión. 

 Un resultado obtenido en esta tesis doctoral, que tiene un elevado valor 

metodológico, es que una cola de poli-His6 sensibiliza fuertemente la modulación 

funcional de una proteína por el péptido Aβ(1-42), en este caso a la isoforma 

soluble de la Cb5R humana recombinante. Esta es una observación experimental 

novedosa que tiene importantes implicaciones para los estudios utilizando 

proteínas recombinantes, dado que la introducción de una cola de poli-His6 es 

una estrategia metodológica muy utilizada para posibilitar después la purificación 

de la proteína recombinante. La integración de los resultados experimentales 

obtenidos en esta tesis doctoral con la isoforma soluble de la Cb5R humana 

recombinante (con y sin cola de poli-His6) con los resultados de los estudios de 

docking entre los péptidos β-amiloides (Aβ(1-42), Aβ(25-35) y Aβ(1-40)) y la 

Cb5R de eritrocitos (que es la isoforma soluble de esta proteína) permite obtener 

varias conclusiones metodológicamente relevantes. En primer lugar, 

destacaremos que estos resultados demuestran que el anclaje del péptido Aβ(1-

42) a la His6 es un anclaje más fuerte que otros posibles anclajes a secuencias 

de aminoácidos específicas de la Cb5R. Nótese que la actividad de reducción del 

Cb5 dependiente de NADH no se inhibe significativamente en la Cb5R sin cola 

de poli-His6 al menos hasta concentraciones aproximadamente 100 veces 

mayores del péptido Aβ(1-42) que las que inhiben a la Cb5R con cola de poli-

His6. Este mismo argumento es aplicable a la interacción entre el péptido Aβ(25-

35) y la Cb5R modificada con una cola de poli-His6. Puesto que la cola de poli-

His6 no se encuentra en la estructura de la Cb5R registrada en la base de datos 

UniProt la contribución de este anclaje con respecto a los otros posibles anclajes 

no puede ser evaluada por el análisis de docking. Los resultados de las medidas 

de actividad, por tanto, llevan a concluir que las estructuras generadas por 
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docking entre el péptido Aβ(1-42) y la Cb5R y entre el péptido Aβ(25-35) y la 

Cb5R que no impliquen al dominio de la Cb5R próximo al aminoácido NH2-

terminal de esta proteína (dónde se une covalentemente las cola de poli-His6) 

son muy poco probables. Nótese que algunas de las estructuras de los complejos 

generados por docking con valores más favorables de energía libre y mayor 

densidad de agrupaciones no cumplen este requisito derivado de los resultados 

experimentales: modelos 1 y 2 del complejo Aβ(1-42):Cb5R mostrados en las 

figuras 17 y 18, respectivamente, y modelos 1 y 2 del complejo Aβ(25-35):Cb5R 

mostrados en las figuras 19 y 20, respectivamente. Así pues, los resultados 

obtenidos en esta tesis doctoral evidencian que los resultados de docking deben 

ser contrastados experimentalmente, ya que los parámetros más 

frecuentemente utilizados para la selección de las simulaciones in silico, energía 

libre y densidad de agrupaciones, no generan predicciones suficientemente 

fiables.  

 Las medidas del efecto de los péptidos Aβ(1-42) y Aβ(25-35) sobre la 

fluorescencia del grupo prostético de la Cb5R recombinante (FAD) modificada 

con la cola de poli-His6 permite alcanzar dos conclusiones relevantes: (1) la 

inhibición de la actividad de reducción del Cb5 está causada por la unión del 

péptido β-amiloide a la Cb5R, ya que el valor de Ki es muy próximo, dentro de 

los márgenes de error experimental, con el valor de la constante de disociación 

del sitio de unión de estos péptidos a la enzima; y (2) la unión de los péptidos 

Aβ(1-42) y Aβ(25-35) distorsiona significativamente la estructura del 

microentorno del FAD en el centro catalítico, produciendo un aumento muy 

significativo de la fluorescencia de este grupo prostético. Por tanto, la distorsión 

estructural del centro catalítico de la Cb5R recombinante modificada con la cola 

de poli-His6 es un requisito exigible para dar validez o excluir modelos 

estructurales de los complejos formados por estos péptidos β-amiloides con esta 

proteína generados in silico. Podemos observar que todos los modelos 

seleccionados del análisis de docking realizado en este trabajo y presentados en 

las figuras 17 a 21 muestran una fuerte interacción de los péptidos β-amiloides 

con aminoácidos próximos al FAD, que sirve de marcador visual de la posición 

del centro catalítico. Otros modelos generados por el análisis de docking (no 

mostrados) fueron excluidos por no cumplir con este requisito estructural. 
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 FRET es una aproximación experimental particularmente útil en este 

sentido, cuando los dos componentes del complejo que se forma tienen 

fluoróforos que forman un par donador/aceptor, ya que permite eliminar las 

predicciones estructurales que no satisfagan el criterio estructural medible 

experimentalmente de distancia entre ellos. Con esta finalidad, en esta tesis 

doctoral hemos utilizado como donador el FAD, grupo prostético de la Cb5R, y 

como aceptor el fluoróforo HiLyteTM-Fluor555, que se encuentra unido 

covalentemente al aminoácido NH2-terminal (residuo número 1) del péptido 

Aβ(1-42). Utilizando un valor del parámetro R0 = 2,77 nm, calculado a partir de 

las medidas experimentales pertinentes en esta tesis doctoral, hemos obtenido 

una distancia de separación de 2,35±0,1 nm entre el FAD y el HiLyteTM-Fluor555 

en el complejo formado entre el péptido Aβ(1-42) y la isoforma soluble de la Cb5R 

humana recombinante (con cola de poli-His6). Para evaluar más críticamente el 

grado de certeza de la distancia de separación calculada entre el donador y 

aceptor con la suposición de orientación al azar, son necesarias medidas de la 

anisotropía de fluorescencia del donador, ver [Stryer, 1978]. Las medidas de la 

anisotropía de fluorescencia del FAD unido a la Cb5R dan valores menores a 

0,005, revelando que la emisión de fluorescencia de este grupo prostético está 

fuertemente despolarizada. Operando como se indica en el artículo de Stryer 

(1978), este valor de la anisotropía de fluorescencia del donador nos permite 

afirmar que hay una probabilidad >90% de que la distancia calculada entre el 

FAD unido a la Cb5R y el HiLyteTM-Fluor555 unido al péptido Aβ(1-42) sea 

correcta. De todos las simulaciones de docking entre péptidos β-amiloides y la 

Cb5R incluidos en los resultados de esta tesis el que más se aproxima a cumplir 

este requisito es el mostrado con el péptido Aβ(1-40) en la figura 21. Esta 

simulación también predice interacciones fuertes con el dominio de la Cb5R 

próximo al aminoácido NH2-terminal de esta enzima. 

 Por tanto, la integración de los resultados de docking y los experimentales 

obtenidos con la isoforma soluble de la Cb5R humana recombinante modificada 

con cola de poli-His6 permite concluir que la estructura más probable del 

complejo formado entre el péptido Aβ(1-42) y esta proteína es una estructura 

distorsionada con respecto a todas las generadas por las simulaciones in silico, 

debido a la presencia de la poli-His6 como punto de anclaje dominante, pero 
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compartiendo características básicas comunes entre estas, relativas a las 

interacciones de la secuencia de aminoácidos 24 a 42 del péptido Aβ(1-42) con 

el dominio del centro catalítico de la Cb5R.  

 Finalmente, destacaremos otro punto metodológico relevante derivado de 

este estudio, el hecho de que no es condición suficiente que dos moléculas 

colocalicen en nanodominios de dimensiones de varias decenas de nanómetros 

(como se deriva de las imágenes de FRET obtenidas por microscopía de 

fluorescencia) para hipotetizar efectos reguladores por interacción directa entre 

ambas. Para este fin, el trabajo realizado en esta tesis pone de manifiesto la 

necesidad de evaluar con técnicas experimentales bioquímicas y biofísicas la 

existencia de modulación funcional y de interacciones a nivel molecular. 

 

3. Estudios sobre la modulación de la interacción entre el péptido Aβ(1-42) y la 

CaM y evaluación experimental de la modulación de la nNOS por el péptido Aβ(1-

42). 

 En la primera parte de esta sección de Discusión de la tesis doctoral 

hemos comentado brevemente la posible modulación de la interacción entre el 

péptido Aβ(1-42) y la CaM por neuropéptidos endógenos. En la última parte de 

los resultados de esta tesis doctoral hemos estudiado el efecto de los cationes 

metálicos Fe3+, Cu2+ y Zn2+ sobre la formación del complejo Aβ(1-42):CaM, ya 

que las placas seniles formadas por depósitos de agregados fibrilares de 

péptidos β-amiloide de enfermos de Alzheimer contienen concentraciones de 

estos cationes de 3 a 5 veces más elevadas que las aisladas de cerebros 

humanos de la misma edad [Lee et al., 2014]. Otros estudios in vitro han 

demostrado que los oligómeros del péptido Aβ(1-42) unen estos cationes con 

alta afinidad y han identificado los residuos aminoácidos implicados en su unión 

[Faller y Hureau, 2012; Hureau, 2012; Kepp, 2012; Savelieff et al., 2013]. Los 

resultados obtenidos en esta tesis doctoral indican que estos cationes potencian 

la interacción entre el péptido Aβ(1-42) y la CaM. Aunque las titulaciones de la 

fluorescencia de la Badan-CaM con estos cationes indican que el efecto mayor 

de potenciación de esta interacción se observa con concentraciones entre 0,1 y 

1 μM del ión Cu2+, hemos focalizado nuestro estudio hacia el efecto del ión Fe3+, 
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por las razones que se indican a continuación. La principal razón es que la 

desregulación de la homeostasis del Fe2+/3+ ha sido implicada en los procesos 

neurodegenerativos asociados al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer [Du 

et al., 2018; Kim et al., 2018; Liu et al., 2018; Wang et al., 2022]. Además, solo 

los cationes Fe2+/3+ y Cu1+/2+ forman ciclos redox asociados a la citotoxicidad por 

la actividad pro-oxidante del péptido Aβ(1-42) [Lee et al., 2014] y Fe3+ es el catión 

más frecuente como contaminante en los tampones utilizados en nuestro 

laboratorio, y también el que es más frecuente en las preparaciones comerciales 

del péptido Aβ(1-42). Así lo confirma el fuerte efecto de la DFA (agente quelante 

de Fe3+) sobre la cinética de la interacción entre el Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y 

la CaM y la ausencia de efecto de la NCP (agente quelante de Cu+/2+) sobre esta 

cinética en los tampones utilizados en estos estudios. El efecto de DFA es claro 

a una concentración de 100 μM, pero muy débil a una concentración de 10 μM. 

Este hecho unido al potente efecto potenciador de 1 μM de Fe3+ en el aumento 

de la fluorescencia del Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 inducido por la adición de 5 

nM CaM, indica que concentraciones de Fe3+ submicromolares o incluso 

nanomolares son efectivas para potenciar la interacción entre concentraciones 

nanomolares del péptido Aβ(1-42) y de la CaM. Al menos en parte, la elevada 

afinidad del péptido Aβ(1-42) por el Fe3+ [Atwood et al., 2000] permite racionalizar 

estos resultados. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral 

para la titulación de la fluorescencia de la Badan-CaM con el péptido Aβ(1-42) 

muestra que la presencia de estas concentraciones de Fe3+ no producen una 

alteración significativa de la constante de disociación del complejo Aβ(1-

42):CaM. Una explicación sencilla para estos resultados es que el Fe3+ potencia 

la formación de puentes salinos que estabilizan y producen cambios 

conformacionales tras la formación del complejo Aβ(1-42):CaM, pero que no 

tienen una implicación significativa en la formación inicial del complejo, que está 

dirigida por interacciones de tipo hidrofóbico, como se ha analizado previamente 

en esta sección de Discusión. Por otra parte, la coordinación del Fe2+ con el 

péptido Aβ(1-42) implica directamente a los residuos aminoácidos Asp1, Glu3 y 

His6/13/14 [Hureau, 2012], residuos aminoácidos que incluyen al aminoácido 

NH2-terminal del péptido Aβ(1-42) y otros que se encuentran muy próximos a 

este aminoácido. Puesto que el HiLyteTM-Fluor555 está covalentemente unido al 

aminoácido NH2-terminal en el derivado fluorescente Aβ(1-42) HiLyteTM-
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Fluor555, la proximidad espacial permite racionalizar la elevada sensibilidad de 

la fluorescencia de este cromóforo a cambios de la concentración de Fe3+ en el 

tampón de ensayo. Además, el análisis de los resultados de docking entre el 

péptido Aβ(1-42) y la CaM realizado previamente sugería la posible formación 

de varios puentes salinos en el complejo, implicando a los residuos Lys28 y 

Lys16 del péptido Aβ(1-42), este último residuo muy próximo a las His 13/14 

involucradas en la coordinación del Fe3+. Pero el motivo estructural compuesto 

por los residuos aminoácidos 24 a 42 del péptido Aβ(1-42) se encuentra alejado 

del dominio hidrofóbico que dirige la interacción con la CaM para formar el 

complejo entre esta dos moléculas. El sitio de unión del Cu2+ en el péptido Aβ(1-

42) ha sido el más estudiado y también involucra directamente al grupo amino 

terminal y a los residuos aminoácidos Asp1, His6/13 y 14 (próximos al 

aminoácido NH2-terminal). Por esta razón, los efectos de Cu2+ sobre la 

interacción entre el péptido Aβ(1-42) y la CaM son cualitativamente similares a 

los efectos del Fe3+. 

 Los resultados obtenidos en la titulación de la fluorescencia de Badan-

CaM con BAPTA en presencia de DFA indican adicionalmente que el catión Fe3+ 

compite con alguno de los centros de unión de Ca2+ en la CaM, alterando la 

constante de disociación del Ca2+ de esta proteína. Este resultado es consistente 

con la baja especificidad hacia iones metálicos de los sitios de unión de Ca2+ en 

la CaM reportada por otros investigadores [Mills y Johnson, 1985; Ouyang y 

Vogel, 1998] y sugiere que la sobrecarga de hierro en el cerebro afecta de una 

manera dual a la funcionalidad de la CaM, por un lado afectando directamente a 

las interacciones entre el péptido Aβ(1-42) y la CaM en el complejo Aβ(1-

42):CaM, como se ha comentado previamente, y, por otro lado, indirectamente 

al desplazar el equilibrio hacia la conformación no saturada por calcio de la CaM, 

que tiene menos afinidad por el péptido Aβ(1-42) [Corbacho et al., 2017].  

  Ante la falta de terapias exitosas contra la enfermedad de Alzheimer, la 

búsqueda de compuestos que antagonicen las acciones citotóxicas del péptido 

Aβ(1-42) es una vía para el desarrollo de nuevos tratamientos farmacológicos 

contra el avance de los procesos neurodegenerativos en esta enfermedad. 

Debido a que la CaM es una de las moléculas intracelulares con mayor afinidad 

hacia el péptido Aβ(1-42) y con mayor capacidad de unión de este péptido en las 
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neuronas, como ya se ha analizado previamente en esta tesis doctoral, hemos 

evaluado los efectos de dos flavonoides antioxidantes, el kaempferol y la 

epigalocatequina, sobre la formación del complejo Aβ(1-42):CaM. Estos 

flavonoides han sido utilizados con cierto grado de éxito en modelos animales de 

experimentación para atenuar los procesos neurodegenerativos inducidos en el 

sistema nervioso central por las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, 

Huntington y otras, revisado en [Gutierrez-Merino et al., 2011]. Además, se ha 

reportado que los flavonoides con grupos fenólicos tienen la capacidad de 

suprimir la formación de fibras amiloides porque desestabilizan la conformación 

de hoja plegada del monómero del péptido Aβ(17-42) [Andarzi Gargari et al., 

2018]. Los flavonoides epigalocatequina y kaempferol tienen grupos fenólicos y 

ha sido reportado que la epigalocatequina administrada oral e 

intraperitonealmente es beneficiosa para los enfermos de Alzheimer porque 

atenúa la disfunción cognitiva  en modelos animales de Alzheimer [Rezai-Zadeh 

et al., 2008] y que el kaempferol protege fuertemente contra las disfunciones 

neurológicas y la degeneración del cerebro de ratas Wistar inducida por la 

neurotoxina ácido 3-nitropropiónico [Lagoa et al., 2009], un modelo animal de la 

enfermedad de Huntington [Brouillet et al., 2005] para el que recientemente se 

ha demostrado que: (1) es una tauopatía [Lahiani-Cohen et al., 2020] (como la 

enfermedad de Alzheimer) y (2) es un proceso degenerativo donde hemos 

reportado que se inducen también niveles elevados de péptidos β-amiloides 

neurotóxicos [Lopez-Sanchez, Poejo et al., 2022]. Los resultados obtenidos en 

esta tesis doctoral permiten excluir que los efectos protectores de la 

administración intraperitoneal u oral de epigalocatequina y del kaempferol contra 

la neurodegeneración inducida por péptidos β-amiloides estén mediados por una 

alteración significativa de la formación del complejo Aβ(1-42):CaM, ya que 

concentraciones 10 μM de estos flavonoides tienen un efecto poco significativo 

sobre la formación de este complejo. Es importante reseñar que las 

concentraciones de flavonoides que se alcanzan en el cerebro tras ingesta oral 

de extractos enriquecidos en estos compuestos en seres humanos son 

submicromolares [Gutierrez-Merino et al., 2011]. Sin embargo, es importante 

reseñar que la administración oral o intraperitoneal de estos flavonoides reducen 

los niveles de péptidos β-amiloides neurotóxicos en los animales modelo 

estudiados  [Rezai-Zadeh et al., 2005; Lopez-Sanchez, Poejo et al., 2022], por lo 
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que en el cerebro de estos animales modelo también se reduce de manera 

proporcional la concentración de complejo entre estos péptidos y la CaM.  

 Los antagonistas de la CaM se encuentran entre los fármacos de uso 

clínico para el tratamiento de desórdenes neurológicos, por ejemplo, la TFP 

[https://www.healthline.com/health/drugs/trifluoperazine-oral-tablet#take-as-

directed]. La posibilidad de que los antagonistas clásicos de la CaM pudieran 

antagonizar la formación del complejo Aβ(1-42):CaM ha sido evaluada 

experimentalmente en esta tesis doctoral con la TFP y el C48-80. Los resultados 

obtenidos en esta tesis doctoral muestran que estos antagonistas de la CaM 

potencian la formación del complejo Aβ(1-42):CaM. El efecto sinérgico 

observado probablemente esté asociado a la hidrofobicidad de estos 

antagonistas, que al asociarse a dominios de la CaM próximos a los que 

interaccionan con el péptido Aβ(1-42) contribuyan a potenciar las interacciones 

hidrofóbicas entre el péptido Aβ(1-42) y la CaM, las predominantes para la 

formación del complejo Aβ(1-42):CaM como se ha discutido en la primera parte 

de la Discusión de esta tesis doctoral. Por tanto, es muy cuestionable el uso 

terapéutico de estos antagonistas de la CaM en amiloidopatías. Sin embargo, los 

resultados sugieren la posibilidad de usar estos antagonistas de la CaM como 

herramienta metodológica, para evaluar la relevancia biológica de la formación 

de complejo Aβ(1-42):CaM en cultivos celulares.     

 Finalmente, los resultados de esta tesis doctoral muestran que la nNOS 

no se inhibe significativamente, tampoco se activa, por concentraciones 

submicromolares de oligómeros del péptido Aβ(1-42) y solo se inhibe 

parcialmente (30%) con una concentración 2 μM. Puesto que los datos 

bibliográficos (citados en la sección de la Introducción de esta tesis doctoral) 

indican que no se alcanzan concentraciones micromolares de oligómeros de 

péptidos β-amiloides intracelulares en las neuronas, los resultados obtenidos en 

esta tesis permiten excluir una inhibición significativa de la nNOS in vivo por el 

péptido Aβ(1-42). Esta conclusión permite racionalizar la activación de la nNOS 

como consecuencia de la elevación de la concentración del Ca2+ citosólico 

derivada de la desregulación de la homeostasis intracelular del Ca2+ por los 

péptidos β-amiloides neurotóxicos, que ha sido ampliamente documentada y 

analizada en la sección de Introducción de esta tesis doctoral. De esta conclusión 
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se deriva que la generación de especies reactivas del nitrógeno muy citotóxicas, 

que ha sido reportada en la enfermedad de Alzheimer [Malinski, 2007], es una 

consecuencia de la desregulación de la homeostasis intracelular del Ca2+ en 

neuronas y células del endotelio vascular del cerebro o deriva de la inducción de 

la expresión de la iNOS. Teniendo en cuenta la relevancia de la inflamación del 

cerebro en la etiopatología de la enfermedad de Alzheimer [Fakhoury, 2018; 

Kinney et al., 2018], esta última es la hipótesis más probable que acontezca en 

las etapas iniciales del proceso neurodegenerativo cerebral porque la expresión 

de la iNOS se induce fuertemente por las citoquinas proinflamatorias secretadas 

por la microglía  activada [Gutierrez-Merino et al., 2011]. 
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5. Materiales y métodos  
 
Materiales 

El Aβ(1-42)-HiLyteTM-Fluor555 humano se obtuvo de AnaSpec 

(Freemont, CA, EE.UU.). StabVida (Caparica, Portugal) y GenicBio Limited 

(Shangai, República Popular de China) sintetizaron y suministraron Aβ(1-42) sin 

derivarizar. El péptido VFAFAMAFML (aminoácido C-terminal amidado), 

sintetizado y suministrado por GenicBio Limited (Shangai, República Popular de 

China), se disolvió en dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración de 10 mM y 

se almacenó a -20 0C hasta su uso. El plásmido pET-15b con el inserto 

correspondiente al cDNA de la CALB1 optimizado para la expresión de la 

proteína humana en E.coli  fue comprado a GenScript (Piscataway, NJ, EE.UU). 

CaM de cerebro bovino purificado, nNOS humana recombinante, HisTrapTM FF 

y un kit Thrombin Clean CleavageTM se adquirieron de Sigma-Aldrich (Madrid, 

España). Las microcolumnas NZYMiniPrep fueron adquiridas de NZYTech 

(Lisboa, Portugal). Anticuerpos: anti-Cb5R de conejo (anti-DIA1; Protein Tech 

Group, número de catálogo: 10894-1-AP), anticuerpo secundario anti-IgG de 

conejo marcado con Alexa488 (Invitrogen, número de catálogo: A11008). Los 

anticuerpos se han utilizado a diluciones recomendadas para 

inmunofluorescencia o western blotting en las hojas de especificaciones técnicas 

de las casas comerciales que los han suministrado. 

Todos los demás reactivos y productos químicos utilizados han sido de 

grado analítico y suministrados por las empresas: Sigma-Aldrich (Madrid, 

España), Roche-Merck (Darmastadt, Alemania) y ThermoFisher Scientific 

(Madrid, España). 
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Soluciones y estado de agregación del péptido Aβ(1-42). 

Las soluciones de Aβ(1-42) se prepararon disolviendo el péptido liofilizado 

en NH4OH al 1 % y se diluyeron con solución salina tamponada con fosfato (PBS) 

hasta la concentración deseada, tal y como se indica en la ficha técnica del 

producto. El estado de agregación de las soluciones madre de Aβ(1-42) 

utilizadas en este trabajo se evaluó utilizando el método de entrecruzamiento 

fotoinducido rápido de proteínas  no modificadas [Bitan y Teplow, 2004], utilizado 

en artículos publicados por nuestro equipo de investigación [Poejo et al., 2021a; 

Salazar et al., 2022]. Los resultados obtenidos presentados en la figura 35 

muestran que los dímeros son el estado de agregación predominante de Aβ(1-

42) en nuestras soluciones madre de 2 µM, con una contribución menor (<10%) 

de trímeros y una concentración indetectable de monómeros de Aβ(1-42).  

 

Figura 35. Resultado de la electroforesis (tricina-SDS PAGE) de las soluciones del 
péptido Aβ(1-42) utilizadas en esta tesis doctoral. Calles: (1) Marcadores de bajo peso 
molecular; (2) 177 μM Aβ(1-42) en PBS suplementado con 60 mM NaOH después de 
una preincubación de 2 horas a 37 ᵒC; (3) 177 μM Aβ(1-42) en PBS después de una 
preincubación de 2 horas a 37ᵒC; (4) 177 μM Aβ(1-42) en PBS sin preincubación a 37ᵒC. 
Peso molecular del monómero del péptido Aβ(1-42) = 4,514 kDa. 
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Expresión y purificación de la calbindina-D28k humana recombinante. 

El protocolo utilizado para expresar y purificar la calbindina-D28k ha sido 

el descrito en [Noble et al. 2018] con pequeñas modificaciones. Compramos un 

plásmido pET-15b con el inserto correspondiente al cDNA de la CALB1 

optimizado para la expresión de la proteína humana en E.coli (GenScript, 

Piscataway, NJ, EE.UU). El cDNA fue insertado en el vector pET-15b usando los 

sitios de restricción de las enzimas NcoI y BamHI presentes en la secuencia del 

plásmido (Figura 36).  

 

 

Figura 36. Mapa del vector pET-15b de GenScript 
[https://www.genscript.com/gsfiles/vector-map/bacteria/pET-15b.pdf?1617385216]. 

 

Para la sobreexpresión de proteína, se usaron células quimiocompetentes 

BL-21 (DE3) preparadas en el laboratorio tal y como se describe en la bibliografía 

[Maniatis et al., 1982]. Las células competentes se transformaron con 25 ng del 

plásmido recombinante pET-15bCALB1 y los transformantes se sembraron en 

placas con medio Luria Bertani (LB) suplementado con 100 µg/mL de ampicilina. 
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Las células fueron incubadas toda la noche a 37 ᵒC. Se extrajo una colonia 

positiva que contenía el plásmido recombinante y se inoculó en 5 ml de medio 

LB suplementado con ampicilina (100 µg/mL) que se incubó a 37 ᵒC durante 12 

h con agitación. Este cultivo se usó para inocular 1 L del mismo medio en las 

mismas condiciones de crecimiento.  Una vez que la densidad óptica celular 

alcanzó 0,6 D.O., se indujo la expresión de la proteína añadiendo 0,4 mM de 

isopropil-β-D-tiogalactósido (IPTG). El cultivo se mantuvo en agitación a 200 rpm 

a 25 ᵒC durante 10-12 h. 

A continuación, las células se recolectaron por centrifugación a 6.000 x g 

durante 30 min. Se recogió el sedimento y se resuspendió en el siguiente 

tampón: 150 mM de tris-(hidroximetil) aminometano (Tris-HCl), 150 mM de NaCl, 

50 mM MgCl2, 1 mM de fenilmetilsulfonilo y 1 mg/mL de lisozima pH 8, y se 

mantuvo en agitación durante 90 min a 4 o C. Las células se lisaron con dos ciclos 

de congelación/descongelación a -80 ᵒC y a temperatura ambiente. Después de 

este punto, se añadió desoxicolato de sodio al 0,2 % para asegurar una mejor 

solubilización del contenido celular. El ADN liberado por las células se eliminó 

mediante la adición de 0,05 mg/mL de DNasa. El lisado se centrifugó a 8.000 x 

g durante 30 min y el sobrenadante se recogió y se llevó a pH 8. La proteína 

CALB1 recombinante que conteniendo una cola de poli-His fue purificada usando 

columnas cromatográficas de afinidad (HisTrapTM-FF). El sobrenadante se 

cargó en 10 mL de matriz cromatográfica preempaquetada HisTrapTM-FF, 

equilibrada con un tampón compuesto por 20 mM de Tris-HCl, 0,5 mM de NaCl, 

y 10 mM de imidazol (pH 7,4).  Después de lavar con tampón (10 volúmenes de 

columna), las proteínas retenidas en la matriz se eluyeron con un tampón 

suplementado con 250 mM de imidazol. La calbindina-D28k recombinante casi 

pura se cargó en una matriz de Sephadex G50 (1x50 cm) equilibrada con 50 mM 

de Tris-HCl (pH 7,5) para eliminar posibles contaminantes de alto peso 

molecular. Después de este paso, la pureza de la proteína se evaluó mediante 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El rendimiento de 

proteína obtenido después de cada uno de los pasos de purificación se enumera 

en la tabla 4 y en la figura 37. Los lotes de proteína se mantuvieron a -80 ᵒC 

hasta su uso. 
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Tabla 4. Resultados de una de las purificaciones realizadas de la 
calbindina-D28k humana recombinante. 

 

Paso de la 
purificación 

Calbindina- 
D28k 

(mg/mL) 

Volumen 

(mL) 
Calbindina- 
D28k (mg) 

Rendimiento 
(%) 

Lisado celular 99,8 17,5 1747 100,0 

Sobrenadante 35,2  21,3  750   43,0 

Niquel NTA    0,96 50,0    48     2,7 

Sephadex G75    0,70 60,0               42       2,4 

 

 

Figura 37 La electroforesis SDS-PAGE  incluida en esta figura demuestra el elevado 
grado de pureza de la calbindina-D28k humana recombinante purificada en esta tesis 
doctoral y la eliminación de la cola de poli-His6 por tratamiento con el kit Thrombin Clean 
CleavageTM. Calles: (1) marcadores de peso molecular -el peso molecular (MW) se da 
en el lado izquierdo de esta calle, (2) calbindina-D28k recombinante purificada con la 
cola de poli-His6, y (3) calbindina-D28k recombinante tratada con el kit Thrombin Clean 
CleavageTM.  
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La cola de poli-Histidinas6 se cortó incubando toda la noche a 4-5 ᵒC con 

el kit Thrombin Clean CleavageTM. La proteína recombinante calbindina-D28k 

purificada se separó del péptido generado por cromatografía usando una 

columna Sephadex G75 de (1 x 25 cm). La eficiencia del tratamiento para la 

eliminación de la cola de poli-His6 se evaluó mediante SDS-PAGE (figura 37). 

La concentración de calbindina-D28k se determinó utilizando un coeficiente de 

extinción de 27.957-28.037 M-1·cm-1 a 280 nm [Tao et al. 2002; Bauer et al. 

2008]. En este trabajo hemos obtenido de forma rutinaria fracciones de 

calbindina-D28k recombinante purificada con concentraciones en el intervalo de 

15-20 µM por lote, es decir entre 0,48 y 0,64 mg de proteína/mL. 

 

Clonación de la isoforma soluble de la Cb5R humana. 

Se usó una construcción comercialmente disponible para CYB5R3 

(GeneScript; Clone ID: OHu12696) con la secuencia insertada de NADH-

citocromo b5 reductasa 3, isoforma2 como molde para la clonación en un pET-

22b. Los cebadores se diseñaron para incorporar un sitio de corte de trombina 

para liberar la etiqueta de His cuando sea necesario en nuestros experimentos. 

Cebadores (0,1 µM) FW- 5′-CAATGCCATGGCTATGAAGCTGTTCCAGCGC-3′ 

y RW-5′CCCAAGCTTGCCCCGTCCGAAGACGAAGCAGCGCTC-3′) y se 

añadió el plásmido comercial (20 ng) al tampón (1,5 mM de MgCl2, dNTP (0,25 

mM) y enzima (kit de polimerasa de ADN a prueba de NZY, # de catálogo 

MB14601, NZYtech), y se usó PCR para preparar el inserto. Los parámetros de 

PCR ajustados fueron: 30 s a 95 0C, 30 s a 60 0C, 60 s a 72 0C para los pasos 

de desnaturalización, hibridación y extensión. Las enzimas de restricción 

seleccionadas para la inserción en el sitio de multiclonación del plásmido pET-

22b fueron NcoI y HindIII. La preparación y purificación del plásmido linealizado 

y del producto de PCR se realizó siguiendo las instrucciones indicadas por el 

proveedor de las enzimas de restricción comerciales (Invitrogen). El inserto se 

ligó al plásmido pET-22b cortado y desfosforilado. La desfosforilación se realizó 

siguiendo las instrucciones del proveedor comercial con una fosfatasa alcalina 

termosensible TSAP (cat#11635337001, Roche). Se logró la transformación y se 

recogieron colonias positivas para crecer en LB AMPICILINA. Se logró purificar 
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del plásmido para obtener una solución madre del plásmido clonado para 

CYBR53 (Hcybr53) se almacenó a -80 0C. 

 

Expresión y purificación de la isoforma soluble de la Cb5R humana recombinante. 

Se transformaron células quimiocompetentes Rosetta2 (DE3) (Novagen) 

con el plásmido hCYB5R3 y se sembraron en agar LB con ampicilina y 

cloranfenicol. Se recogió una colonia y se cultivó durante 12 h a 37 0C en 50 ml 

de medio Caldo Terrific (TB) suplementado con riboflavina 0,1 mM.  El medio TB 

(5mL) se transfirió a 1 L de medio TB suplementado y se cultivó durante 24 h a 

37 0C. La inducción de la expresión se realizó a 25 0C durante 8 h, después de 

la adición de 0,5 mM de IPTG. Las células se sedimentaron mediante 

centrifugación a 5.000 x g durante 25 min y se suspendieron en 150 ml de 

tampón: 50 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 1 mM de PMSF y 1 mg/mL lisozima a 

pH 7,4. El lisado se incubó durante 2 h en hielo. La suspensión se congeló y 

descongeló 3 veces a 4 0C, 50 mM MgCl2 en presencia de 0,05 mg/mL 

desoxirribonucleasa (Sigma, D5025); la mezcla se incubó a 4 0C durante 1 h, con 

agitación suave. La fracción soluble se separó del sedimento celular completo 

mediante centrifugación a 20.000 x g durante 30 min [Lloyd E. et al 1994, 

Dell´Acqua S. et al 2012] y al pH se ajustó a pH 8,1 después de la adición de 70 

mM de imidazol (las condiciones de la proteína para unirse a Ni Sepharosa). La 

fracción soluble se dividió en dos alícuotas de aproximadamente 50 mL, que se 

cargaron secuencialmente después de la elución de la fracción de Cb5R en una 

matriz de Ni2+-Sepharosa 6 Fast Flow (# de catálogo 17351802, GE Healthcare), 

2,5 x 5 cm previamente equilibrado con tampón A: 20 mM de Tris, 150 mM de 

NaCl, 70 mM de imidazol, 1 mM de benzamidina pH 8,1. Después de cargar la 

muestra, la columna se lavó con 300 mL de tampón B: 20 mM de Tris, 150 mM 

de NaCl, 70 mM de imidazol, 1 mM PMSF, 1 mM de benzamidina pH 7,5. Al 

finalizar el lavado de la matriz era visible una banda amarilla unida a la matriz, el 

color del grupo prostético FAD de la Cb5R. La proteína se eluyó con tampón C: 

20 mM de Tris, 150 mM NaCl, 250 mM imidazol, 1 mM de PMSF, 1 mM de 

benzamidina pH 7,5. Después de la diálisis, la muestra se concentró y se cargó 

en una columna Sephadex G75 previamente equilibrada con 150 mM de Tris pH 

7,5. La Cb5R purificada se eluyó de la matriz casi pura y se concentró con un 
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filtro Amicon de 10 kDa. Se añadió glicerol al 30 % antes de la congelación, para 

su criopresevación a -80 0C.   

La cola de poli-Histidina6 se cortó incubando toda la noche a 4-5 ᵒC con 

el kit Thrombin Clean CleavageTM. La proteína recombinante Cb5R soluble 

purificada se separó del péptido generado por cromatografía usando una 

columna Sephadex G75 (1 x 25 cm ). La eficiencia del tratamiento para la 

eliminación de la cola de poli-His6 se evaluó mediante SDS-PAGE. 

La concentración de la Cb5R recombinante se determinó a partir de 

medidas de absorbancia a 450 nm utilizando un coeficiente de extinción del 

grupo prostético FAD de 11,3 mM-1.cm-1, como en [van den Berg et al., 2001; 

Samhan-Arias et al., 2017] o con el método de Bradford utilizando la albúmina 

de suero bovino (BSA) como estándar. 

 

Purificación de la isoforma soluble del Cb5 humano recombinante. 

El Cb5 soluble humano recombinante se expresó y purificó como describió 

anteriormente Lloyd [Lloyd E. et al., 1994], con pequeñas modificaciones 

indicadas en artículos publicados de nuestro equipo de investigación [Samhan-

Arias et al., 2017; Gómez-Tabales et al., 2020]. Brevemente, después de la 

expresión de la proteína, las células se incubaron en 50 mM de Tris, 1 mM de 

EDTA, 1 mM PMSF pH 8,1 y 1 mg/ml de lisozima durante 1 h y se rompieron 

mediante prensa francesa. Después de la lisis, se añadieron 50 mM de MgCl2 y 

0,05 mg/ml de desoxirribonucleasa y el lisado se incubó durante 30 min a 30 ᵒC. 

La fracción soluble se separó de los desechos mediante centrifugación a 9.000 

x g durante 30 min a 4 ᵒC. Se añadió gota a gota sulfato de amonio saturado 

hasta alcanzar el 50 % (v/v). El precipitado se separó de la fracción soluble por 

centrifugación a 9.000 x g durante 30 min a 4 ᵒC. el sobrenadante se dializó 

extensamente frente a 10 mM de Tris, 1 mM de EDTA pH 8,1 a 4 ᵒC y se cargó 

en una columna de dietilaminoetil Sepharosa (2,5 x 30 cm) (GE Healthcare 

previamente equilibrada en 10 mM de Tris, 1 mM de EDTA pH 8,1. Se realizó un 

gradiente paso a paso mediante la adición de concentraciones crecientes de 

tampón Tris  (hasta 200) al tampón en presencia de 1 mM de EDTA, TX-100 

(0,5%) y desoxicolato (0,2%). El Cb5 se eluyó en 10 mM de Tris, 1 mM de EDTA 

y 250 mM de tiocianato de potasio, pH 8,1. El eluyente se limpió de 
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contaminantes mediante la adición de 1,1 M sulfato de amonio y pasándolo a 

través de una columna CL Sepharosa 4B (2,5 X 10 cm) (equilibrada con 100 mM 

de Tris, 1 mM de EDTA) sin retención. Después de la elución, el Cb5 se concentró 

con un filtro Amicon (límite de 10 kDa) y se añadió glicerol antes de congelar a -

80 ᵒC. 

La concentración del Cb5 recombinante se determinó a partir de medidas 

de absorbancia a 550 nm utilizando un coeficiente de extinción diferencial entre 

las formas reducida y oxidada de 16,5 mM-1.cm-1, como en [Samhan-Arias et al., 

2017; Gómez-Tabales et al., 2020] o con el método de Bradford utilizando la BSA 

como estándar. 

Preparación de sinaptosomas y de membranas sinápticas. 

En esta tesis se han utilizado sinaptosomas y membranas sinápticas de 

cerebro de rata del stock almacenado a -80 ᵒC en nuestro laboratorio, 

preparadas en estudios previos realizados durante el desarrollo del proyecto 

BFU2014-53641P del Plan Nacional de I+D (Ministerio de Economía y 

Competitividad). Estas muestras se prepararon como se describe en artículos 

publicados de nuestro equipo de investigación, ver, por ejemplo, [Samhan-Arias 

y Gutierrez-Merino, 2014; Samhan-Arias et al., 2018].   

Además, se han preparado sinaptosomas de un cerebro de cerdo recién 

sacrificado, suministrado por un matadero local. A partir de estos, los 

sinaptosomas se prepararon membranas sinápticas siguiendo el protocolo 

utilizado previamente con cerebros de rata y que se describe a continuación. Se 

desmenuzó el cerebro en una solución tampón de extracción (sacarosa 0,32 M, 

MgSO4, 0,5 mM, PMSF 0,1 mM, Tes 10 mM, pH 7,4) a una temperatura de 4 ᵒC. 

A continuación se homogeneizó con un homogeneizador de vidrio esmerilado 

controlado mecánicamente a una temperatura de 4 ᵒC. El homogeneizado se 

centrifugó primero a 1.500 x g durante 10 minutos a 4 ᵒC y el sobrenadante se 

centrifugó a 20.000 x g durante 10 minutos a 4 ᵒC. El precipitado se resuspendió 

y se centrifugó a 63.000 x g durante 60 minutos a 4 ᵒC, en un gradiente 

discontinuo de sacarosa con dos capas (al 38,5% y al 20%) preparado en tampón 

Tes 10 mM (pH 7,4) suplementado con EDTA 1 mM. Tras la centrifugación, se 

extrajo el material de la interfase del gradiente de sacarosa, se homogeneizó y 
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se dividió en alícuotas de pequeño volumen que fueron congeladas a -80 ᵒC 

hasta su uso.   

Para la preparación de vesículas de membrana plasmática, una fracción 

de sinaptosomas se lisó por dilución en un volumen final 100 veces mayor con 

una solución de lisis (EDTA 1 mM, Tes 5 mM -pH 7,4) y se incubó en este tampón 

a 4 o C durante 60 minutos. Después, la muestra se centrifugó a 8.000 x g durante 

10 minutos a 4 ᵒC (para eliminar la contaminación mitocondrial) y el 

sobrenadante se centrifugó en un gradiente de sacarosa con dos capas (al 36% 

y al 20%) en el tampón Tes 5 mM (pH 7,4) suplementado con EDTA 1 mM y 

MgCl2 2 mM, a una velocidad de 63.000 x g durante 60 minutos a 4 ᵒC. Las 

muestras obtenidas de la interfase de las dos capas de sacarosa se concentraron 

por centrifugación a 100.000 x g durante 30 minutos. El precipitado se 

resuspendió con el volumen deseado en el tampón del gradiente de sacarosa al 

20%, se dividió en alícuotas de pequeño volumen y se congeló a -80 ᵒC hasta 

su uso.  

La concentración de proteínas de estas muestras se determinó con el 

método de Bradford, utilizando la BSA como estándar. 

 

Cultivos de células HT-22 y medidas de la viabiidad celular.  

La línea celular HT-22, células inmortalizadas derivadas de neuronas del 

hipocampo de ratón, se han cultivado en medio Dulbecco modificado (DMEM, 

Dulbecco’s modified Eagle’s médium) rico en glucosa, suplementado con 10% 

de suero fetal bovino (FBS), 4 mM glutamina, 1 mM ácido pirúvico, 100 U/mL de 

penicilina y 100 μg/mL de estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37ᵒC en 

una atmósfera con 5% CO2 humidificada hasta que alcanzaron entre el 70 y 80% 

de confluencia en un T-flask. Las células HT-22 fueron posteriormente 

sembradas en placas de 35 mm a una densidad de 8.000 células/cm2 en el medio 

de cultivo descrito anteriormente y se crecieron durante 48 horas a 37ᵒC en una 

estufa de cultivos con 5% CO2 antes de realizar los experimentos.  

Para las medidas de la viabilidad celular, las células HT-22 se sembraron 

en placas de 96 pocillos a una densidad de 8.800 células/cm2 en el medio de 
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cultivo DMEM rico en glucosa, suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(FBS) inactivado por calor, 4 mM glutamina, 1 mM ácido pirúvico, 100 U/mL de 

penicilina y 100 μg/mL de estreptomicina. Las células se crecieron durante 48 

horas a 37ᵒC en una estufa de cultivo con atmósfera 5% de CO2 humidificada. A 

continuación, se añadieron diferentes concentraciones del péptido 

VFAFAMAFML (COOH-terminal amidado), entre 0,1 y 1 µM, y se incubaron en 

el medio de cultivo indicado más arriba durante 24 horas a 37 ᵒC en una estufa 

de cultivo con una atmósfera 5% de CO2. Los controles experimentales se 

hicieron con la adición de 0,05% y 0,1% DMSO, que han sido las 

concentraciones de este disolvente añadidas con el péptido VFAFAMAFML en 

los ensayos de viabilidad realizados. La viabilidad celular se determinó midiendo 

la cantidad de formazán formado por la reducción del bromuro de 3‐(4,5‐

dimetiltiazol‐2‐il)‐2,5‐difeniltetrazolio (MTT), como en publicaciones previas de 

nuestro equipo de investigación [Marques-da-Silva et al., 2014; Fortalezas et al., 

2018a; Poejo et al., 2021a]. Brevemente, las células control y tratadas con el 

péptido VFAFAMAFML (COOH-terminal amidado) se lavaron con 1 mL de medio 

tamponado a pH 7,4 termostatizado a 37 ᵒC, se les añadió una disolución de 0,3 

mg/mL de  MTT y se incubaron durante 20 minutos a 37 ᵒC en la estufa de 

cultivos con una atmósfera 5% de CO2.  Después se eliminó el sobrenadante y 

se añadieron 100 µL de DMSO por pocillo para solubilizar el formazán de color 

púrpura producido por las células. La cantidad de formazán formado por la 

reducción de MTT se determinó a partir de medidas de la absorbancia a 490 nm, 

utilizando como referencia las medidas de absorbancia a 700 nm. Los valores 

obtenidos para células no tratadas (control 0% DMSO) se han tomado como 

100% de viabilidad celular y los resultados se han expresado como porcentaje 

respecto al control 0% DMSO. Los resultados mostrados son los valores 

promedio de experimentos independientes realizados por triplicado ± el error 

estándar de la media. 

 

Preparación de cultivos primarios de neuronas granulares del cerebelo (CGN). 

Las CGN se han preparado a partir de cerebros de ratas neonatas de 7 

días de edad, siguiendo el protocolo utilizado en estudios previos y descritos en 
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varias publicaciones de nuestro equipo de investigación [Samhan-Arias et al., 

2012; Marques-da-Silva y Gutierrez-Merino, 2014; Fortalezas et al., 2018b; 

Poejo et al., 2021]. Brevemente, las CGN se sembraron en placas Corning de 35 

mm de diámetro pretratadas con poli-D-lisina a una densidad de 2,5 x 106 células/ 

placa en DMEM suplementado con 10% de FBS inactivado por calor, 5 mM 

glucosa, 19,63 mM KCl, 3,7 ng/mL insulina, 7 μM ácido 4‐aminobenzoico, 50 

U/mL penicilina, 25 U/mL estreptomicina, 0,91 mM piruvato y 2 mM glutamina. 

Los cultivos de las CGN se mantuvieron en una estufa de cultivos  37 ᵒC en 

atmósfera humidificada con 5% CO2/95% aire. Dos días después, las CGN se 

trataron con citosina arabinofuranosido (10 μM) para prevenir la replicación de 

células no-neuronales. A los siete días in vitro el medio de cultivo se cambió por 

un medio libre de suero DMEM:F12 (1:1) suplementado con 12,5 mM glucosa, 

20,82 mM KCl, 5 μg/mL insulina, 0,1 mg/mL apo‐transferrina, 20 nM 

progesterona, 50 U/mL penicilina, 25 U/mL estreptomicina, 0,1 mg/mL piruvato y 

2 mM L‐glutamina. Las CGN se mantuvieron en la estufa de cultivos hasta su 

uso en los experimentos, realizados entre los días in vitro 8 y 10.  

 

Experimentos de docking in silico entre el péptido Aβ(1-42) y las proteínas CaM, 

calbindina-D28k y Cb5R y entre el péptido Aβ(1-40) y la Cb5R.  

Los experimentos de docking se realizaron utilizando ClusPro, un servidor 

web que realiza el análisis de interacción entre dos proteínas mediante el 

muestreo de miles de millones de conformaciones posibles. Este servidor realiza 

los siguientes pasos computacionales. (i) acoplamiento de cuerpo rígido 

mediante muestreo de billones de conformaciones: (ii) cálculo de la desviación 

cuadrática media del agrupamiento base de las 1000 estructura con la menor 

energía generado, para encontrar los agrupamientos que representarán los 

modelos más probables del complejo; (iii) el refinamiento de la estructura 

seleccionado usando minimización de la energía. Los siguientes archivos PDB 

fueron usados para generar los modelos para la formación del complejo entre 

Aβ(1-42) y CaM y calbindina-D28k: CaM saturada con calcio (PDB ID: 1CLL), 

calbindina-D28k saturada con calcio (PDB ID: 6FIE), y las estructuras Aβ(1-42) 

(PDB ID: 1IYT y/o 1Z0Q según se indique para cada caso). Para la determinación 
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de la interfaz de interacción entre Aβ(1-42) y la Cb5R (PDB ID: 1UMK), se han 

utilizado las estructuras Aβ(1-42) (PDB ID: 1IYT y/o 1Z0Q según se indica para 

cada caso). Debido a los cambios conformacionales reportados en el dominio C-

terminal de Aβ(1-42) inducidos por cambios conformacionales en la 

hidrofobicidad del microentorno[Tomaselli et al., 2006], hemos utilizado dos 

archivos PDB ID para Aβ(1-42), es decir, PDB ID 1Z0Q y 1IYT, como 

representantes de las conformaciones Aβ(1-42) predominantes en agua y en un 

ambiente fuertemente hidrofóbico, respectivamente. Los 10 modelos mejor 

puntuados por el servidor para la formación de complejos fueron seleccionados 

para el análisis inicial, con el fin de cuantificar los residuos de aminoácidos que 

conformaban la interfaz de interacción. El análisis de interfaz se llevó a cabo a 

través del servidor PDBePISA (Protein, Interface, Surface, and Assemblies), 

disponible en https://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa. La relación entre el área de 

superficie no accesible/accesible (relación BSA/ASA) de las simulaciones de los 

complejos más probables se ha utilizado para cuantificar el grado de 

participación de cada residuo de aminoácido en la formación del complejo.  Se 

eligió un nivel umbral de 0,5 a 0,6 para seleccionar los residuos de aminoácidos 

que contribuyen más fuertemente a la interacción entre las moléculas que forman 

el complejo. Los gráficos y el análisis molecular se realizaron con el paquete 

UCSF Chimera. El modelado de las interacciones proteína-péptido Aβ(25-35) se 

realizó utilizando el servidor web CABS.dock 

(http://biocomp.chem.uw.pl/CABSdock) [Blaszczyk et al., 2016; Kurcinski et al., 

2015], como se indica en nuestro trabajo anterior [Corbacho et al. 2017]. Los 

archivos PDB utilizados en este análisis de docking han sido: 1CLL para CaM 

saturada con Ca2+ y 1IYT para Aβ(1-42). 

 

Estudios de docking entre Aβ(1-42) y Hexa-histidina. 

Para estas simulaciones se ha utilizado el servidor MDockPeP 

https://zougrouptoolkit.missouri.edu/mdockpep/index.html. Este servidor predice 

estructuras complejas de proteínas y péptidos a partir de la estructura de la 

proteína (1IYT) y la secuencia del péptido. El proceso de predicción consta de 

tres pasos: (1) modelado de confórmeros peptídicos; (2) muestreo global y 
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flexible de los modos de unión proteína-péptido; (3) puntuación y clasificación de 

los modos de enlace evaluados [Xu et al., 2018]. 

 

Medidas de la interacción entre Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 con CaM y 

calbindina-D28k. 

Las medidas de fluorescencia se realizaron utilizando un 

espectrofotómetro de fluorescencia Fluoromax+ (Jovin Yvon) a temperatura 

ambiente (24-25 0C) en cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de paso óptico, con 

rendijas de excitación y emisión de 5 nm. Las medidas de la cinética de 

interacción se realizaron con 10 nM de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 en tampón 

50 mM de N-[2-hidroxietil] piperazina-N´-[ácido 2 etanosulfónico] (Hepes), 100 

mM de KCl y 50 µM de CaCl2 (pH 7,05). La muestra se mantuvo con agitación 

magnética en oscuridad dentro del portacubetas del fluorímetro hasta 

estabilización de la intensidad de fluorescencia, habitualmente entre 20 y 40 min. 

Luego, se agregó CaM o calbindina a la cubeta a las concentraciones indicadas 

en las figuras, y se registró la cinética de aumento de la intensidad de 

fluorescencia con longitudes de onda de excitación y emisión de 520 nm y 567 

nm, respectivamente. 

 

Evaluación experimental de la eficiencia del péptido diseñado para antagonizar 

la interacción entre Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y CaM o calbindina-D28k. 

Las medidas de evaluación experimental de la eficacia del péptido 

diseñado para antagonizar la interacción entre Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y 

CaM o calbindina-D28k se realizaron con 10 nM de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 

preincubado durante 10-15 min con diferentes concentraciones del péptido, en 

tampón 40 mM de Hepes, 100 mM de KCl y 50 µM de CaCl2 (pH 7,05) antes de 

la adición de CaM o calbindina-D28k. El péptido VFAFAMAFML (aminoácido C-

terminal amidado) se añadió a partir de soluciones stock concentradas en 

DMSO, cuidando que la concentración de DMSO estuviera siempre entre 0,05 y 

0,1 % en la cubeta de medidas de fluorescencia. Los ensayos cinéticos se 

realizaron con longitudes de onda excitación y emisión de 520 nm y 567 nm, 
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respectivamente. La cinética de incremento de la intensidad de fluorescencia se 

registró después de la adición de CaM o calbindina-D28k en las concentraciones 

indicadas en los pies de las figuras. Los experimentos llevados a cabo con 0,05 

y 0,1 % de DMSO no mostraron ningún efecto de estas concentraciones de 

DMSO sobre estas cinéticas de fluorescencia en ausencia del péptido. 

 

Antagonismo de la interacción de Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 y CaM o 

calbindina-D28k por la hexa-histidina. 

Las medidas de antagonismo se llevaron a cabo a 25 ᵒC con 10 nM de 

Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 preincubado durante 10-15 min con diferentes 

concentraciones del péptido, en tampón 50 mM de Hepes, 100 mM de KCl y 50 

µM de CaCl2 (pH 7,05) antes de la adición de CaM o calbindina-D28k. El péptido 

poli-His6 se añadió a partir de soluciones stock concentradas en agua destilada, 

de manera que el volumen añadido no superara el 0,1 % del volumen total de 

tampón en la cubeta de medidas de fluorescencia. Los ensayos cinéticos se 

realizaron con longitudes de onda de excitación y emisión de 520 nm y 567 nm, 

respectivamente. La cinética de fluorescencia se registró después de la adición 

de CaM o calbindina-D28k en las concentraciones indicadas en las leyendas de 

las figuras.  

 

Titulación con Aβ(1-42) de la fluorescencia de la isoforma soluble de la Cb5R 

humana recombinante con una cola de hexa-histidina.   

Los ensayos de titulación con Aβ(1-42) de la fluorescencia del grupo FAD 

de la Cb5R soluble recombinante con la cola de His6 (10,2 µg/ml) y Cb5 (1µM) se 

han hecho a 25 ᵒC en un fluorimetro Perkin Elmer 650-40 en una cubeta de 

cuarzo de 2 ml con tampón 20 mM fosfato más 0,1 mM DPTA (pH 7), con longitud 

de onda de emisión de 520 nm y longitud de onda de excitación de 460 nm 

(rendijas de emisión y excitación 10/10 nm). Tras registrar la señal de intensidad 

de fluorescencia en ausencia de péptido β-amiloide se añadieron al tampón las 

concentraciones del péptido de Aβ(1-42) o Aβ(25-35) indicadas en las figuras de 
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la sección de los resultados de esta tesis doctoral y se registró la intensidad de 

fluorescencia durante unos minutos después de cada adición. 

 

Titulación de la fluorescencia de Badan-CaM con Aβ(1-42) en presencia de una 

concentración micromolar de los cationes metálicos Fe3+, Zn2+ y Cu2+. 

Las medidas experimentales se realizaron a 25 ᵒC en un fluorímetro 

Perkin Elmer 650-40 con cubetas de cuarzo de 2 mL en tampón 50 mM Hepes-

KOH, 100 mM KCl, 2 mM MgCl2 y 50 µM CaCl2 (pH 7,05). Se registró la 

intensidad de fluorescencia de 10 nM Badan-CaM (longitudes de onda de 

excitación y de emisión de 385 y 495 nm, respectivamente) en ausencia y 

presencia de 0,1 y 1 µM de los iones metálicos y después se tituló la 

fluorescencia de Badan-CaM con las concentraciones de Aβ(1-42) indicadas en 

las figuras de la sección de los resultados de esta tesis doctoral. 

 

Efecto de los agentes quelantes de los cationes metálicos neocuproína, 

desferoxamina (DFA) y TPEN (N,N,N´,N´-tetrakis(2-piridinilmetil)-1,2-

etanodiamina) sobre la titulación de la fluorescencia de Badan-CaM con Aβ(1-

42).  

Las medidas se realizaron a 25 ᵒC en un fluorímetro Perkin Elmer 650-40 

con cubetas de cuarzo de 2 mL en tampón 50 mM Hepes-KOH, 100 mM KCl, 2 

mM MgCl2 y 50 µM CaCl2 (pH 7,05). Se registró la intensidad de fluorescencia 

de 10 nM Badan-CaM (longitudes de onda de excitación y de emisión de 385 y 

495 nm, respectivamente) en ausencia y presencia de 10 µM de los agentes 

quelantes neocuproína, desferoxamina y TPEN y después se tituló la 

fluorescencia de Badan-CaM con las concentraciones de Aβ(1-42) indicadas en 

las figuras de la sección de los resultados de esta tesis doctoral. 

 

Titulación de la fluorescencia de Badan-CaM con BAPTA (1,2-bis(o-aminofenoxi) 

etano-N,N,N´,N´-ácido tetraacético) en ausencia y presencia de Fe3+ o DFA. 
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Las medidas se realizaron a 25 ᵒC en un fluorímetro Perkin Elmer 650-40 

con cubetas de cuarzo de 2 mL. al tampón 50 mM Hepes-KOH, 100 mM KCl, 2 

mM MgCl2 y 50 µM CaCl2 (pH 7,05). Se registró la intensidad de fluorescencia 

de 10 nM Badan-CaM (longitudes de onda de excitación y de emisión de 385 y 

495 nm, respectivamente) en ausencia y presencia de 1 µM de Fe3+ o 10 µM de 

DFA y después se tituló la fluorescencia de Badan-CaM con las concentraciones 

de BAPTA indicadas en las figuras de la sección de los resultados de esta tesis 

doctoral. 

 

Medidas de colocalización y transferencia de energía de resonancia de 

fluorescencia (FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer) utilizando 

microscopía de fluorescencia. 

Las imágenes de microscopía de fluorescencia y el análisis de FRET 

utilizando microscopía de fluorescencia se han realizado como se ha descrito en 

artículos publicados por nuestro equipo de investigación [Marques-da-Silva et 

al., 2010; Marques-da-Silva y Gutierrez-Merino, 2014; Poejo et al., 2021a].  

Las CGN se lavaron con tampón MLocke-K25 (pH 7,4 a 37 ᵒC), cuya 

composición es la siguiente: 4 mM NaHCO3, 10 mM tricina, 5 mM glucosa, 2,3 

mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 134 mM NaCl y 25 mM KCl. A continuación, las CGN 

se fijaron en las placas con 2.5% para formaldehido, 3 mM MgCl2, 2 mM EDTA 

y 0,32 M sacarosa en PBS (5 mM fosfato sódico, 137 mM NaCl y 27 mM KCl, pH 

7). Las células fijadas se bloquearon con 1% de albúmina de suero bovino en 

PBS suplementado con 0,2% Tritón X-100 (PBST) durante una hora a 37 ᵒC, se 

lavaron tres veces con PBS y se incubaron durante una hora a 37 ᵒC con el 

anticuerpo anti-Cb5R de conejo [anti-DIA1; Protein Tech Group, número de 

catálogo: 10894-1-AP, dilución 1:100 en PBS]. En los lisados de las CGN hemos 

confirmado por western blotting que este anticuerpo reacciona de manera 

específica con una proteína con peso molecular ≈33 kDa, que es el peso 

molecular esperado para la Cb5R (resultados no mostrados y Marques-da-Silva 

y Gutierrez-Merino, 2014). Tras la incubación con el anticuerpo anti- Cb5R las 

células se lavaron con PBS y se incubaron durante una hora con el anticuerpo 

secundario anti-IgG de conejo marcado con Alexa488 [Invitrogen, número de 
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catálogo: A11008, dilución 1:200 en PBST]. Después se lavaron las células con 

PBS y se colocaron en el microscopio para la adquisición de imágenes de las 

células marcadas con Alexa488, el fluoróforo donador de FRET.  

Las imágenes de fluorescencia de las CGN fueron adquiridas con un 

tiempo de exposición prefijado (indicado en la leyenda de las figuras) utilizando 

un filtro de excitación de 470 nm y un espejo dicroico de 510 nm con filtro de 

emisión de 520 nm (fluorescencia verde = GF) o un espejo dicroico de 580 nm 

con filtro de emisión de 590 nm (fluorescencia roja = RF). Una vez adquiridas las 

imágenes del donador FRET, las CGN se incubaron con 100 nM Aβ(1-42) 

HiLyteTM-Fluor555 (en PBS) durante una hora a 37 ᵒC con agitación suave en la 

estufa de cultivos (atmósfera humidificada con 5% CO2) y se volvieron a adquirir 

imágenes de GF y de RF con las mismas condiciones instrumentales utilizadas 

previamente, para adquirir las imágenes de microscopía de fluorescencia de las 

células teñidas solo con el donador (anticuerpo secundario marcado con 

Alexa488). La contribución de la autofluorescencia de las CGN y de la unión 

inespecífica del anticuerpo secundario conjugado con Alexa488, en ausencia del 

anticuerpo primario anti-Cb5R de conejo, se ha evaluado en placas control 

adicionales y hemos encontrado que es menor del 10% de la intensidad de 

fluorescencia promedio por pixel obtenida en la tinción con el anticuerpo primario 

y se han sustraído como señal de fondo para calcular la relación RF/GF de los 

somas neuronales de las CGN. Puesto que el espectro de absorción del Aβ(1-

42) HiLyteTM-Fluor555 es muy similar al de la molécula fluorescente Cy3, la 

existencia de una eficiencia de FRET significativa entre el secundario 

fluorescente conjugado con Alexa488 y el Aβ(1-42) HiLyteTM-Fluor555 implica 

una separación menor de 40 nm entre el donador (Alexa488) y el aceptor 

(HiLyteTM-Fluor555), como se deriva del análisis metodológico realizado en los 

siguientes artículos de nuestro equipo de investigación [Marques-da-Silva et al., 

2010; Marques-da-Silva y Gutierrez-Merino, 2014; Poejo et al., 2021a].  

El análisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia promedio por 

pixel de somas neuronales ha sido realizado utilizando la herramienta ROI del 

software HCImage, tal y como se describe en los artículos publicados citados en 

el párrafo anterior de nuestro equipo de investigación. Los resultados mostrados 

son los valores medios ± error estándar de la intensidad de fluorescencia por 
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pixel en somas de las CGN obtenidos en experimentos realizados por triplicado 

(n>100 somas en cada caso).    

 

Titulaciones de la actividad de reducción de Cb5 dependiente de NADH por la 

Cb5R con Aβ(1-42) y Aβ(25-35). 

              Las medidas se llevaron a cabo a 25 ᵒC en un espectrofotómetro 

Shimatzu UV1800 o UVMini1240, a una longitud de onda de 550 nm en tampón 

20 mM de fosfato más 0,1 mM de DPTA (pH 7), con una concentración de Cb5R 

de 0,11 µg/ml y una concentración de Cb5 de 5 µM, en ausencia y presencia de 

las concentraciones de Aβ(1-42) o Aβ(25-35) indicadas en las figuras de los 

resultados de esta tesis doctoral. Tras una incubación de 10 minutos de la Cb5R 

en el tampón de ensayo, la reacción se disparó con 0,25 mM de NADH. La 

actividad de reducción del Cb5 se calculó a partir de las medidas de absorbancia 

a 550 nm utilizando un coeficiente de extinción diferencial entre las formas 

reducida y oxidada de 16,5 mM-1.cm-1, como en [Samhan-Arias et al., 2017; 

Gómez-Tabales et al., 2020]. 

 

Titulaciones de la actividad NADH:ferricianuro reductasa de Cb5R recombinante 

humana con la concentración de Aβ(1-42). 

Las medidas se realizaron a 25 ᵒC en un espectrofotómetro Shimatzu 

UV1800 o UVMini1240 a una longitud de onda de 420 nm y usando tampón 20 

mM fosfato más 0,1 mM de DPTA (pH 7), suplementado con ferricianuro de 

potasio (1 mM) y con una concentración de Cb5R humana recombinante soluble 

de 0,06 µg/ml, en ausencia y presencia de las concentraciones de Aβ(1-42) 

indicadas en las figuras de los resultados de esta tesis doctoral. Tras una 

incubación de 10 minutos de la Cb5R en el tampón de ensayo, la reacción se 

disparó con 0,25 mM de NADH. La actividad de reducción del ferricianuro se 

calculó utilizando un coeficiente de extinción a 420nm de 1 mM-1·cm-1, como en 

[Samhan-Arias y Gutierrez-Merino, 2014]. 
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Medidas de la actividad de la nNOS.  

Para medir el efecto del péptido Aβ(1-42) sobre la nNOS se ha utilizado 

la nNOS recombinante humana, suministrada por SIGMA con una actividad 

indicada en el bote de muestra entre 350 y 450  unidades/mg de proteína. Esta 

actividad se ha medido a 37 ᵒC en ausencia y en presencia de las diferentes 

concentraciones del péptido Aβ(1-42) indicadas en los resultados de esta tesis 

doctoral utilizando los dos métodos que se describen a continuación.  

1. Método de la hemoglobina [Hevel y Marletta, 1994; Lowe et al., 1996]. Las 

medidas de velocidad inicial se han obtenido a partir de los registros cinéticos de 

la absorbancia a 404 nm en función del tiempo tras la adición de NADPH. 

Medio de ensayo: tampón MOPS 50 mM (pH 7,2) suplementado con HbO2 (10 

μM), CaCl2 (1 mM), Zn(Ac)2 (5 μM), FAD (5μM),  FMN (5μM), H4B (5μM), L-

arginina (0,1 mM), BSA (0,1 mg/mL), CaM (0,1 μM), SOD (5 U/mL), nNOS 

recombinante humana (0,5 U/mL) y NADPH (0,23 mM). 

2. Medida de la actividad NADPH-oxidasa. Las medidas de velocidad inicial se 

han obtenido a partir de los registros cinéticos de la absorbancia a 340 nm en 

función del tiempo tras la adición de NADPH. 

Medio de ensayo: tampón MOPS 50 mM (pH 7,2) suplementado con CaCl2 (1 

mM), Zn(Ac)2 (5 μM), FAD (5μM),  FMN (5μM), H4B (5μM), L-arginina (0,1 mM), 

BSA (0,1 mg/mL), CaM (0,1 μM y 0,5 μM), nNOS recombinante humana (0,5 

U/mL) y NADPH (0,23 mM). 

 

Análisis estadístico 

Los resultados de esta tesis doctoral se dan como valores promedio ± 

error estándar de los resultados obtenidos en experimentos realizados por 

triplicado. Cuando se indica,  

las diferencias de valores se ha considerado significativa si p<0,05 utilizando la 

prueba t de Student. Diferencias que dieron valores de p≥0,05 se han 

considerado no significativas. 
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6. Conclusiones 
 

1. El péptido Aβ(1-42) forma complejos estables con la CaM y la calbindina-D28k 

a concentraciones nanomolares de Aβ(1-42), aunque en neuronas que expresan 

ambas proteínas la CaM es más potente que la calbindina-D28k como agente 

atrapante de concentraciones nanomolares del péptido Aβ(1-42). 

2. En esta tesis doctoral se ha desarrollado un nuevo método de fluorescencia 

para medir la cinética de formación de complejos entre concentraciones 

nanomolares del péptido Aβ(1-42) y de proteínas. Este método se ha aplicado 

para medir la formación de complejos de este péptido con la CaM y la calbindina-

D28k. 

3. La velocidad de disociación del péptido Aβ(1-42) de estos complejos es muy 

lenta en comparación con la velocidad y frecuencia de los eventos moleculares 

asociados a la actividad sináptica repetitiva de los procesos de facilitación 

sináptica, que median los procesos de aprendizaje en el sistema nervioso 

central. Por tanto, los resultados sugieren que los complejos Aβ(1-42):CaM y 

Aβ(1-42):calbindina-D28k probablemente están implicados en un número 

significativo de las alteraciones sinápticas reportadas para el péptido Aβ(1-42). 

4. Se ha diseñado un péptido, VFAFAMAFML (con el aminoácido COOH-

terminal amidado), que a concentraciones submicromolares no citotóxicas para 

la línea neuronal HT-22 es un potente inhibidor de la formación de los complejos 

Aβ(1-42):CaM y Aβ(1-42):calbindina-D28k. 

5. La hexa-histidina ha sido otro péptido identificado en esta tesis que une al 

péptido Aβ(1-42) antagonizando la formación de los complejos Aβ(1-42):CaM y 

Aβ(1-42):calbindina-D28k y que, unida al aminoácido NH2-terminal de la 

isoforma soluble de la Cb5R humana recombinante, potencia la interacción de 

esta enzima con péptidos β-amiloide.  

6. Hemos demostrado que los resultados de análisis de docking entre péptidos 

β-amiloide y las proteínas estudiadas en esta tesis doctoral deben ser 

contrastados experimentalmente, ya que los parámetros más frecuentemente 
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utilizados para la selección de las simulaciones in silico, energía libre y densidad 

de agrupaciones, no generan predicciones suficientemente fiables. 

7. Concentraciones submicromolares del ión Fe3+ tienen efectos sobre la cinética 

de formación del complejo Aβ(1-42):CaM, pero no alteran significativamente la 

afinidad del péptido Aβ(1-42) hacia la CaM.  

8. Los iones Fe3+ afectan directamente a las interacciones entre el péptido Aβ(1-

42) y la CaM, e indirectamente por su efecto sobre la afinidad de la CaM por los 

iones Ca2+. 

9. Trifluoperazina y el compuesto 48-80, antagonistas de la CaM, potencian la 

formación del complejo Aβ(1-42):CaM, por lo que son de uso potencial como 

herramienta metodológica para evaluar efectos de la formación de complejo 

Aβ(1-42):CaM en cultivos celulares 

10. La elevación de la producción de óxido nítrico reportada en la 

neurodegeneración cerebral en Alzheimer no es una consecuencia de la 

modulación de la actividad de la nNOS por interacción con el péptido Aβ(1-42).  
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7. Publicaciones  
 

Durante el periodo de matrícula en el programa de doctorado he participado 
como co-autor en las publicaciones que se relacionan a continuación por orden 
de mayor a menor relación con el contenido de esta tesis doctoral: 

1. Salazar J, Poejo J, Mata AM, Samhan-Arias AK, Gutierrez-Merino C. (2022)   
Design and Experimental Evaluation of a Peptide Antagonist against Amyloid 
β(1–42) Interactions with Calmodulin and Calbindin-D28k. International Journal 
of Molecular Sciences 23, 2289, doi: 10.3390/ijms23042289. Revista con índice de 
impacto (2021-último publicado) 6,208 indexada en el primer cuartil (Q1) del campo: 
Biochemistry and Molecular Biology del JCR. 

2. Poejo J, Salazar J, Mata AM, Gutierrez-Merino C. (2021) The Relevance of 
Amyloid β-Calmodulin Complexation in Neurons and Brain Degeneration in          
Alzheimer’s Disease. International Journal of Molecular Sciences 22, 4976,  doi: 
10.3390/ijms22094976. Revista con índice de impacto (2021) 6,208 indexada en el 
primer cuartil (Q1) del campo: Biochemistry and Molecular Biology del JCR. 

3. Poejo J, Salazar J, Mata AM, Gutierrez-Merino C. (2021) Binding of Amyloid 
β(1-42)-Calmodulin Complexes to Plasma Membrane Lipid Rafts in Cerebellar           
Granule Neurons Alters Resting Cytosolic Calcium Homeostasis.       International 
Journal of Molecular Sciences 22, 1984, doi:10.3390/ijms22041984. Revista con 
índice de impacto (2021) 6,208 indexada en el primer cuartil (Q1) del campo: 
Biochemistry and Molecular Biology del JCR. 

4. Lopez-Sanchez C, Garcia-Martinez V, Poejo J, Garcia-Lopez V, Salazar J, 
Gutierrez-Merino C. (2020) Early Reactive A1 Astrocytes Induction by the 
Neurotoxin 3-Nitropropionic Acid in Rat Brain. International Journal of Molecular 
Sciences 21, 3609; doi:10.3390/ijms21103609. Revista con índice de impacto 
(2020) 5,924 indexada en el primer cuartil (Q1) del campo: Biochemistry and Molecular 
Biology del JCR. 

5. Lopez-Sanchez* C, Poejo* J, Garcia-Lopez V, Salazar J, Garcia-Martinez V, 
Gutierrez-Merino C. (2022) (*Primeros autores) Kaempferol prevents the 
activation of complement C3 protein and the generation of reactive A1 astrocytes 
that mediate rat brain degeneration induced by 3-nitropropionic acid. Food and 
Chemical Toxicology 164, 113017, doi: 10.1016/j.fct.2022.113017. Revista con 
índice de impacto (2021-último publicado) 5,572 indexada en el primer cuartil (Q1) de 
los campos: Toxicology y Food Science and Technology del JCR. 

 

Se encuentran en preparación dos artículos más (primer autor: Jairo 
Salazar) derivados del contenido de esta tesis. 
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