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RESUMEN

La catarata es la perdida de transparencia del cristalino, la lente natural del ojo, debido
a la acumulacion de agregados de proteinas y es la principal causa de ceguera a nivel
mundial. Actualmente, es tratable por tratamiento quirdrgico, aunque este procedimiento
es costoso e inaccesible en muchas regiones. Las cristalinas constituyen mas del 90%
de las proteinas del cristalino. Hay dos grupos principales de cristalinas: las a-
cristalinas, que poseen actividad chaperona y las By-cristalinas, tienen funcion
estructural. Se ha encontrado un aumento significativo de la protedlisis de proteinas en
el cristalino con cataratas y se sugiere que las cristalinas truncadas se vuelven menos
solubles y pueden formar precipitados. Estudios de lentes envejecidos y con cataratas
han demostrado la presencia de cantidades aumentadas de fragmentos de cristalina de
bajo peso molecular, producto de la protedlisis de cristalinas. Para definir el papel de
cuatro  péptidos, aB- (1-18) (MDIAIHHPWIRRPFFPFH), aA- (70-88)
(KFVIFLDVKHFSPEDLTVK), aA- (66-80) (SDRDKFVIFLDVKHF) y aB- (59-66)
(PSWFDTGL), se evalud su efecto sobre la agregacion de HyS. La gamma-S-cristalina
humana (HyS) es una de las mas abundantes en el cristalino del ojo humano. Se
utilizaron diversas técnicas biofisicas como la dispersion dindmica de luz, turbidimetria
y fluorescencia. Los resultados mostraron que, si bien los péptidos inducen agregacion
de la proteina, no inducen desplegamiento de la HyS. Estos resultados pueden ser un
evento clave en la agregacion de cristalinas, relacionada con la edad y en la formacién

de cataratas.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 Introduccién

Las cristalinas son las principales proteinas en las células de fibra alargada de los
lentes oculares, presentes en concentraciones de 200-400 mg/ml y son responsables de
la transparencia como del alto indice de refraccidn del cristalino (Fernald & Wright 1983).
Experimentan muy poca renovacion después de la sintesis, pero llegan a experimentar
cambios durante el envejecimiento y la cataractogénesis (Ottonello et al. 2000). La cata-
ractogénesis es el proceso de formacion de cataratas (Andjelic & Hawlina 2012). La cata-
rata, puede definirse como la pérdida de transparencia del cristalino, y es un problema de
discapacidad visual a nivel mundial afectando a mas de 65 millones de personas (WHO
2019). Es tratable por la extraccion de la lente y la insercion de una proétesis intraocular
artificial, pero este procedimiento es costoso y es inaccesible en paises de bajos ingresos,
ademas de posibles complicaciones (Lam et al. 2015).

Las cristalinas humanas se organizan en tres clases, a, B y y cristalinas. Las a-crista-
linas, que son pequefias proteinas de choque térmico; las B-cristalinas, diméricas y oligo-
meéricas, y las y—cristalinas, monoméricas. Las a-cristalinas pueden suprimir la formacion
de agregados de las By-cristalinas (Bloemendal et al. 2004 ). Mientras que las By-cristalinas
contribuyen en la estructura, transparencia e indice de refraccion de la luz del lente ocular
(Andley 2007).

Algunas modificaciones postraduccionales parecen ser parte del proceso de madura-
cion normal (Lapko et al. 2003), y otras, podrian afectar negativamente la conformacién de
las cristalinas, el estado de agregacién o solubilidad. Estas pueden incluir desamidacion,
fosforilacion, oxidacion entre otras (Hoehenwarter et al. 2006). Se ha encontrado un au-
mento significativo de la protedlisis de proteinas en el cristalino con cataratas y se sugiere
gue las cristalinas truncadas se vuelven menos solubles y pueden formar precipitados (Ha-
rrington et al. 2007). Ademas, de que el cristalino esta sometido a un constante estrés
oxidativo atribuible en gran parte al efecto de la radiacion ultravioleta (Udupa & Sharma
2005).

Estudios previos han demostrado la presencia de fragmentos peptidicos de bajo peso
molecular en la lente, derivados de la degradacioén de a, B y y cristalinas (Santhoshkumar
et al. 2008). Barber 1973, reportd que en el cristalino humano la cantidad de proteinas
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degradadas aumentaba conforme a la gravedad de la catarata (Barber 1973), y también
encontraron que la cantidad de cristalina degradada en lentes envejecidos y con catarata
era del 20 al 25 % de la proteina total (Srivastava et al. 1996). Se plantea la hipotesis de
gue la catarata se desarrolla como resultado de la interaccion inadecuada de los fragmen-
tos de cristalina generados por la protedlisis y que los mismos tienden a acumularse. Sin
embargo, aun se desconocen los mecanismos de agregacion inducidos por estos fragmen-

tos.

En este estudio nos centramos en la gamma S-cristalina humana (HyS), una proteina
estructural principal del cristalino del ojo humano (Robinson et al. 2006) para explorar el
efecto de varios fragmentos peptidicos derivados de cristalinas en la estabilidad y agrega-
cion de la proteina. Estos eventos podrian tener un papel importante en el desarrollo de la

enfermedad.

1.2 Desarrollo, anatomiay fisiologia del cristalino

El cristalino es un esferoide pequefo y transparente situado detras de la cérnea del ojo y
su funcién principal es enfocar la luz con precisién utilizando sus propiedades de alto indice
de refraccién en los fotorreceptores de la retina para permitir una visién espacial adecuada
(Iribarren 2015; Aliancy & Mamallis 2017). Esta constituido por una alta concentracion de
proteinas que le confieren dicha agudeza visual, con un indice de refraccidbn mas elevado a
los fluidos que lo rodean, alrededor de 1.42 y 1.47 (Michael et al. 2003; Bassnet 2009). El
indice de refraccion de la cornea es aproximadamente de 1.37 y detras, esta rellena con el

liquido humor acuoso, el cual tiene un indice de refraccion de 1.33 (Hecht 1987).

El cristalino consta de las capas celulares epiteliales, corticales y nucleares, todas deri-
vadas del ectodermo de la superficie embrionaria. El nacleo de la lente consta de celdas de
fibras primarias dispuestas en una matriz ordenada. Las celdas de fibra secundarias pueden
tener una longitud de pocos mm rodeando la regién del nucleo de la lente. Las células de
fibra estan llenas de proteinas llamadas cristalinas. Hay tres cristalinas principales de verte-
brados, las a, B y y cristalinas que representan un 90 % del contenido total de proteinas

solubles y 35 % de la masa total de la lente (Takemoto & Sorensen 2008; Vendra et al. 2016).



1.2.1 Desarrollo del cristalino

El cristalino es un tejido encapsulado de un material similar a una membrana basal de
colageno, laminina y proteoglucanos que contribuyen al moldeado de la forma de la lente
(Kuszak 1992), compuesto por una sola capa de células epiteliales en la superficie sub-
capsular anterior. Durante el desarrollo del cristalino, en la zona ecuatorial las células
epiteliales comienzan a diferenciarse, alargadndose para convertirse en células de fibra
(Figura 1). Se diferencian terminalmente en un proceso de tipo apoptoético que degrada
todos los organelos, incluyendo el nacleo (Lovicu & McAvoy 2005). Este proceso limita la

dispersion de la luz necesaria para la transparencia y refraccion de la lente.
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Figura 1. El cristalino. Creado en BioRender.com. En la region del arco del cristalino, las células
epiteliales se alargan para convertirse en células de fibra. Después del alargamiento pierden sus
organelos y comienzan a formar células de fibra recién diferenciadas.

Por lo tanto, las proteinas de la region central del cristalino que se expresaron en el
Utero no experimentan regeneraciéon, no poseen maquinaria de reparacion celular. El cris-
talino agrega continuamente capas de células a estas células previamente diferenciadas
a lo largo de la vida (Bassnett 2002; Bassnett 2009; Sharma & Santhoshkumar 2009;
Whitley et al. 2017).

1.2.2 Anatomia del cristalino
El cristalino es una lente biconvexa que se encuentra por delante del humor vitreo y
por detras del iris y humor acuoso, hallandose unido a los procesos ciliares por la zénula

de Zinn. Este lente no dispone de riego sanguineo propio, siendo el humor acuoso el



encargado de proporcionarle los elementos necesarios para su metabolismo y la capaci-
dad de eliminar sus productos de desecho. La curvatura es mayor en la cara posterior que
en la anterior. A los centros de dichas caras se les conoce como polo anterior y posterior,
mientras que la linea que los une se llama eje y la distancia que los separa, espesor. La
circunferencia que delimita las dos caras mencionadas se le denomina ecuador y el dia-

metro del mismo se le conoce como diametro del cristalino (Le Grand & El Hage 1980).

1.2.3 Funciones fisiologicas del cristalino

Las funciones fisiol6gicas mas importantes del cristalino son; la acomodacion, lograda
mediante la contraccion y relajacion coordinadas de las zonulas y los musculos ciliares
que le permiten cambiar de posicidn; absorcion de la luz ultravioleta, la lente puede pro-
teger a la retina del dafio; y refraccion, puede enfocar la luz entrante (Glasser 2006; Chen
et al. 2017).

1.3 Cataratas

La catarata es una afeccion que consiste en la opacificacién del cristalino cuando el
pierde su transparencia provoca que la luz se disperse al interior del ojo y no se pueda
enfocar en la retina, dando lugar a una imagen borrosa (Lam et al. 2015; Sabanayagam
& Cheng 2017). Actualmente, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), afecta a
mas de 65 millones de personas en el mundo, en su mayoria a personas mayores de los
50 afios y se espera que esta cifra aumente debido al aumento de la esperanza de vida
de la poblacion (WHO 2019). La prevalencia de cataratas en México es bastante alta; se
estima que en el 2013 habia 2.3 millones de personas con esta discapacidad (Deloitte
2014). Hay mas casos de cataratas a nivel mundial que de glaucoma, degeneracion ma-
cular y retinopatia diabética juntas. El principal sintoma de la catarata es la pérdida lenta
y progresiva la de vision. Clasificadas por tipos predominantes, las cataratas pueden ser
congeénitas, relacionadas con la edad o secundarias. Las cataratas congénitas o juveniles
pueden tener graves consecuencias visuales sobre la maduracion visual y el desarrollo
de la ambliopia, representan aproximadamente el 30 % ceguera en los bebes (Thompson
& Lakhani 2015). Mientras que las cataratas relacionadas con la edad son responsables
de casi la mitad de todas las cegueras a nivel mundial (Beebe et al. 2010; Andjelic &
Hawlina 2012).



1.4 Cristalinas del lente

a-Cristalinas

a-Cristalina nativa es un oligdmero con un tamafio superior de 300 kDa que consta de
hasta tres tipos de subunidades monomeéricas en intercambio dindmico, y pertenece a la
familia de proteinas de choque térmico (SHSP). Los dos principales mondmeros de a-cris-
talina son el producto de los genes, oA y aB, que son idénticos un 60 % en estructura
primaria (Hoehenwarter et al 2006). aA con un peso molecular alrededor de 20 kDa y aB
de 22 kDa. Al ser un miembro de las sHSP, todas contienen un “dominio de a cristalina”,
una secuencia consenso comun a todos los miembros de la superfamilia. Las a-cristalinas
previenen el aumento de la dispersién de la luz (Andley 2007) y son unas de las principales
proteinas del lente, con una abundancia de hasta el 40 % de proteina total (Wang & Spec-
tors 1994). La estructura secundaria de las subunidades de a-cristalina se encuentra prin-
cipalmente en forma de hojas (3, y un patron de plegamiento clasico similar a la inmuno-
globulina (Mornon et al. 1998). Estudios de resonancia magnética nuclear muestran que
las regiones C-terminales son mas flexibles que la region N-terminal (Carver & Linder
1998). La molécula de a-cristalina es un oligémero dinamico, cuyas subunidades se diso-
cian y reasocian constantemente (Horwitz 2000; Horwitz 2003; Bloemendal et al. 2004). La
proporcion molar de oA y aB, es aproximadamente 3:1 o 2:1 en diferentes regiones de la
lente. Tanto aA como aB se encuentran en las células epiteliales del cristalino, pero su
sintesis esta fuertemente regulada por la diferenciacion de las células fibrilares del crista-
lino (McAvoy 1978). Muestran propiedades similares a las chaperonas al suprimir la agre-
gacion de otras proteinas (Bhattacharyya et al. 2006), manteniendo la transparencia y so-
lubilidad de las proteinas en la lente (Horwitz 2003). Horwitz demostré que a-cristalina ex-
hibe tales propiedades in vitro, y propuso que la a-cristalina inhibia la agregaciéon térmica

de B-cristalina.

Adicionalmente las a-cristalinas son fuertemente anti-apoptoticas; estudios han de-
mostrado que interactian directamente con caspasa-3, Bcl-X y Bax. Las a-cristalinas inhi-
ben la apoptosis inducida por los rayos UV mediante la regulacién de las vias de sefaliza-
cion PKCa, RAF/MEK/ERK y AKT (Liu et al., 2004). En condiciones de estrés, una regula-
cidn positiva de la aB-cristalina protege contra la muerte celular (Nagaraj et al., 2016).



Por otra parte, la aB-cristalina se encuentra en el sistema nervioso central y es un
componente proteico importante de las fibras de Rosenthal, que se acumulan masiva-
mente en el cerebro de pacientes que padecen la enfermedad de Alexander (lkawi et al.
1989), y diversas enfermedades neurolégicas como Creutzfelft-Jacob (Renkawek et al.
1992), Alzheimer (Lowe et al. 1992), Parkinson (Ikawi et al. 1992), entre otras.

B- y y-Cristalinas

La superfamilia de By-cristalinas comparte un pliegue nativo organizado en dos domi-
nios estructurales. Los dominios, a su vez, estan formados por dos motivos de llave griegos
consecutivos, cada uno de los cuales consta de cuatro hebras 3 que se intercalan y dispo-
nen el dominio en una conformacion de hoja 8 antiparalela (Figura 2). El nicleo de cada
dominio es altamente hidréfobo y la secuencia es usualmente rica en residuos aromaticos
y cisteinas. La superficie esta muy cargada, pero el pl es casi neutro para las y-cristalinas.
Las B-cristalinas existen como homo o heterodimeros que pueden disociarse en monéme-
ros o asociarse en oligdmeros de mayor peso molecular, mientras que las y-cristalinas son
monomeéricas (Heitmancik 2008; Xi et al. 2014). Aunque la catarata puede ser inducida por
numerosos factores, la precipitacion de las mismas es uno de los puntos clave, tanto en

cataratas congénitas como por envejecimiento (Lam et al. 2015).

Las B-cristalinas se pueden dividir en una familia de polipéptidos acidos (BA1, BA2,
BA3, y BA4) y basicos (BB1, BB2 y BB3) (Jaenicke et al. 2001; Graw 2004). Constituyen
aproximadamente el 35 % del contenido total de cristalinas (Vendra et al. 2012). Los mo-
noémeros tienen masas entre 22 y 28 kDa, mientras que los oligémeros pueden llegar hasta
200 kDa (Graw 2009). Los genes de la cristalina BB1 y BB3 se expresan temprano en el
desarrollo lenticular, por lo que sus proteinas se encuentran principalmente en el ndcleo
del cristalino. BB2 se ve como la principal de la familia y las p-cristalinas acidas se encuen-

tran en todo el cristalino, nucleo y la corteza (Hoehenwarter et al 2006)

Las y-cristalinas son los miembros mas pequefios y simples de las cristalinas, con un
peso molecular de cerca de 21 kDa, codificadas por siete genes vA, yB, yC, yD, yE, yF y
vS. Las y-cristalinas se caracterizan por ser un grupo de proteinas monomeéricas altamente
estables a la desnaturalizacion térmica con temperaturas de hasta 80°C, asi como resis-
tencia a urea y cloruro de guanidinio 2-3 M (Kosinski-Collins & King 2003; Serebryany &

King 2014). El origen preciso de esta alta estabilidad termodindmica sigue siendo objeto



de intensas investigaciones. Aunque a menudo se ha propuesto que la naturaleza interca-
lada y compacta de la llave griega doble produce proteinas altamente estables, este argu-
mento se aplica solo hasta cierto punto. Las B-cristalinas, que comparten el mismo pliegue
en llave griega, son significativamente menos estables termodinamicamente, tanto a la

desnaturalizacion térmica como a la quimica (Mayr et al. 1997).

Solo las cristalinas yC, yD y yS se expresan en una concentracion apreciable en el
0jo humano, comprenden el 7 %, 11 % y 9 % respectivamente (Robinson et al. 2006), del
contenido total de proteinas estructurales del cristalino. yC y yD son sintetizadas durante
la etapa embrionaria, mientras que yS se sintetiza después del nacimiento (Vendra et al.
2012; Vendra et al. 2016). La cristalina yS, es la unica y-cristalina detectada en todas las
especies de vertebrados presente en numerosos tejidos fuera del cristalino (Van Rens et
al. 1989).

Gamma-S-cristalina humana (HyS)

La cristalina HyS, una proteina estructural principal del cristalino del ojo humano, com-
prende cerca del 9 % del contenido total de cristalinas (Robinson et al. 2006). La HyS esta
altamente conservada en evolucidn y se expresa tardia pero abundantemente en las regio-
nes corticales del cristalino. Altos niveles de HyS marcan las fibras corticales de la lente
madura, las mismas afectadas por la catarata (Sinha et al. 2001). Su estructura tridimen-
sional fue resuelta por espectroscopia de RMN (Wu et al. 2005) y consta de 177 residuos
gue se pliegan en dos dominios, el N-terminal y C-terminal, cada uno con dos motivos de
llave griega en hojas B intercaladas. Los residuos 88-93 forman la interfaz entre los domi-
nios y permite que se forme una molécula globular compacta (Grishaev et al. 2005; Vendra
et al. 2016). Es codificada por el gen CRYGS, se parece en estructura y secuencia a las
otras y-cristalinas pero es el miembro mas divergente de la familia, difiere principalmente
en la region de la interfaz entre los dominios. La regién enlazadora es un residuo mas larga
en yS que en yB, mientras que en las y-cristalinas restantes es un residuo mas corta (Zarina
et al. 1994). Muestra alta conservacion entre especies, con una identidad de secuencia
respecto a la proteina humana del 89 % en murino y 91 % en bovino (Sun et al. 2005). El
gen también se expresa fuera de la lente, particularmente en la retina y la cérnea maduras
(Sinha et al. 1998).

Es importante destacar el papel que juegan los residuos aromaticos en la estructura

y estabilidad de la proteina; HyS eta constituida por 14 Tyr, 4 Trp y 9 Phe. De éstos, la
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tirosina esta involucrada en la conformacion de los motivos de llave griega, al localizarse
en lo que se ha denominado la esquina de tirosina (Figura 2) (Hemmingsen et al. 1994).
La esquina de tirosina, donde un residuo de tirosina cerca del inicio o el final de una cadena
B antiparalela se une por medio de enlaces H desde su grupo OH de cadena lateral a la
cadena principal NH o CO de un residuo cercano. En la HyS se encuentra conformada por
Y60, Y67 y W73 en un dominio, y Y150, Y157, W163 en el otro (Purkis et al 2002).

Ademas de Tyr, la agrupacion de las cadenas laterales aromaticas dentro del interior de
la molécula es una caracteristica que permite que las y-cristalinas adquieran una forma
compacta con todos los residuos no polares enterrados dentro. Los Trps en HyS estan en las
posiciones 47, 73, 137 y 163 (Figura 3). El contenido de triptéfanos permite el empleo de la
espectroscopia de fluorescencia. La variacion de la intensidad de fluorescencia intrinseca de
Trp y el tiempo de vida de las proteinas se explota ampliamente para seguir los cambios en
la estructura de la proteina, como el estado plegado / desplegado, la union de ligandos, e
interacciones (Callis & Liu 2004). El triptéfano tiene una longitud de onda de maxima
absorcion a 280 nm y un maximo de emision que va desde 300 hasta 350 nm, dependiendo
del ambiente local de los triptéfanos. Por ejemplo, si una proteina que contiene triptéfano en
su nucleo hidrofébico se desnaturaliza por aumento de temperatura, hay un cambio en el
espectro de emisién hacia el rojo debido a la exposicidn del tript6fano a un ambiente acuoso.
A diferencia de la adicién de un surfactante, este causard un cambio al espectro azul si el

triptéfano esta incrustado.

Las reacciones fotoquimicas de Trp en las cristalinas pueden desempefiar un papel
clave en las cataratas (Chen et al. 2008). Por lo tanto, las mediciones de fluorescencia
intrinseca nos proporcionan informacion valiosa sobre el estado conformacional de la pro-

teina.
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Figura 2. Estructura terciaria de By-cristalinas. El motivo en llave griega representado (arriba).
Estructura de cristalina HyS y sus esquinas de Tyr (abajo). PDB: 2M3T. El recuadro muestra solo
la esquina de tirosina del dominio C-terminal; los residuos intermedios estan en rojo. Se forman
enlaces de hidrogeno (amarillo), donde el hidrégeno Tyrl57 se une al nitrégeno de la cadena prin-

cipal Lys154 (azul).

Figura 3. Estructura tridimensional de HyS. Muestra los cuatro Trp conservados de vertebrados.
Trp 47 y Trp 73 en el dominio N-terminal, Trp 137 y Trp 163 en el dominio C-terminal. PDB: 2M3T.



1.5 Factores de riesgo de cataratas

Entre los factores de riesgo que pueden producir las cataratas, los mas comunes han
sido asociados a la edad, el tabaco, radiaciones ultravioleta, y algunos farmacos (como los
corticoides). Asimismo, el desarrollo es acelerado por afecciones como la diabetes mellitus.
Dentro de todos los factores de riesgo, el mas determinante es la edad debido al desgaste
de las proteinas del lente. Las cristalinas acumulan distintos dafios a lo largo de la vida y a
su vez producen modificaciones postraduccionales que pueden inducir un cambio
conformacional que después van a promover la agregacion o formacion de cataratas
(Takemoto & Sorensen 2008; Mishra et al. 2012). Las modificaciones de mayor incidencia
que se han observado incluyen desamidacién, oxidacién, fosforilacién, formacion de puentes

disulfuro y protedlisis (Truscott 2005).

La exposiciéon a los rayos UV causa dafio acumulativo en los tejidos que componen el
0jo. Cuando envejecemos la capacidad del ojo de filtrar la luz UV disminuye un 12 % por
década (Ferrer at al 2009). La radiacién del tipo UVA (320-400 nm) es la mas dafiina, y se
relaciona con cambios estructurales en diferentes residuos que desestabilizan las proteinas
(Alvarez 1995). A lo largo de los afios, el estrés oxidativo se vuelve mas importante debido a
la disminucion de los niveles de glutation y enzimas antioxidantes, conduciendo a la

agregacion, insolubilidad y fragmentacion de cristalinas (Patel et al 2012).

Se ha sugerido que las mutaciones puntuales de cristalina que se ven en cataratas
congénitas con un patrén de herencia mendeliana (Shiels 2007), pueden conducir a
perturbaciones en la estructura, que conducen a la agregacién intermolecular. Entre las y-

cristalinas, existen al menos 30 mutaciones reportadas en yC, yD y yS (Vendra et al 2016).

La catarata parece ser el resultado de la descomposicién espontanea de las cristalinas
y los analisis protedmicos recientes han permitido identificar las modificaciones y los sitios de
estas modificaciones dentro de cada polipéptido (Srivastava et al. 2017). En la tabla 1 se
resumen algunos sitios de modificacion identificados en HyS. Estos podrian ampliar nuestra

comprension y aclarar los mecanismos subyacentes a la patogénesis de la enfermedad.
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1.5.1 Modificaciones postraduccionales de cristalinas

Desamidacion

La desamidacion introduce una carga negativa cuando un grupo amida se reemplaza
con un carboxilato en Asn y GIn; puede provocar cambios en la estructura terciaria, y a su
vez su funcidn, ocasionando desplegamiento. Se ha descrito como uno de los factores que
limitan la vida util de las proteinas y ocurre en un grado significativo en cristalinas a medida
gue envejecen (Ray et al. 2016; Zhang et al. 2018). Su efecto ha sido estudiado in vitro.
Chaves y colaboradores examinaron el efecto de desamidacion de Asn101 y Asn123 sobre
la estructura y funcién de la chaperona de aA-cristalina humana, encontrando cambios en
la estructura secundaria y terciaria, y una disminucién pronunciada en su actividad. De la
misma forma ocurre en aB-cristalina humana en el caso de Asn146 y Asn78 (Chaves et al.
2008). El efecto de desamidaciéon de B-cristalinas también muestra una alteracion de la
estructura terciaria, para el caso de A3 en Asn133, Asn155 y Asn120 (Takata et al. 2008),
mientras que la desamidacion de GIn70 y GIn162 en B2 conduce a la desestabilizacion
del dimero nativo y los cambios estructurales son minimos (Lampi et al. 2014). Durante el
desplegamiento, las cristalinas desamidadas se agregan rapidamente y no son rescatadas
por la cristalina chaperona; efectos similares han sido observados en la desamidacion de
HyD y HyS. En HyS, la desamidaciéon de Asn76 conduce a una disminucion en la estabili-

dad durante el desplegamiento quimico (Forsythe et al. 2019).

Oxidacion

La oxidacion de proteinas implica la modificacion inicial de grupos de cadena lateral
de aminoé&cidos inducida por especies reactivas de oxigeno o durante una reaccion con
los subproductos del estrés oxidativo. La lente ocular esta bajo constante estrés oxidativo
con el envejecimiento por el debilitamiento progresivo del sistema antioxidante (Ferrer et
al. 2009), el dafio a las cristalinas parece ser en gran parte atribuible al efecto de los rayos
ultravioleta, y H202. La reaccion de oxidacion de proteinas de mas incidencia involucra dos
residuos Met y Cys, en los que Met se oxida en sulféxido de metionina y la oxidacion en la
cisteina forma enlaces disulfuro y radicales tiol. Ademas, los residuos Tyr, Trp e His tam-
bién pueden sufrir oxidacién. Tyr se puede convertir en ditirosina, radicales libres y peroxi-

nitrito. Trp puede convertirse gradualmente en quinurenina y sus derivados. His puede dar

como resultado la formacioén de multiples productos de descomposicion incluidos el acido
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aspartico, la asparagina y la urea (Pattison et al. 2012; Zhang et al. 2013). Todos estos
productos inducidos por el dafio directo de la radiacion UV.

Para estudiar el papel de la oxidacion en lentes envejecidas, se han generado agre-
gados de proteinas in vitro por oxidacion de los grupos SH- en las a, B y y-cristalinas.
Rajan y colaboradores mostraron que la oxidacion de oA y aB altera significativamente su
estructura secundaria y terciaria y provoca una pérdida de alrededor del 50 % en la activi-
dad de chaperona (Rajan et al. 2006).

Fosforilaciéon

La fosforilacion desempefia un papel importante en la regulacion de varias vias de
biosefalizacion en relacién con los procesos metabdlicos y funciones celulares que pue-
den inducir la formacion de cataratas (Huang et al. 2011). Las cristalinas tienen varios sitios
de fosforilacién y algunos estudios han demostrado que la fosforilacion puede modular la
actividad de chaperona de a-cristalinas. Los sitios mas predominantes en cristalinas B1
y BB2 son Ser81 y Ser93, respectivamente. La fosforilacion de aB-cristalina se distribuye
en Ser19, Ser21, Ser59 y Ser139. También se identificd la Ser75 en HyD (Huang et al.
2011).

Metilacion

Las y-cristalinas son ricas en cisteinas y son las cristalinas con enlaces disulfuro mas
abundantes presentes en los agregados de alto peso molecular en cataratas nucleares
(Lapko et al. 2003). La metilacion de residuos de cisteina evita su participacion en el enlace
disulfuro intermolecular que conduce al entrecruzamiento de proteinas, agregacion y even-
tualmente las cataratas, por lo que se ha planteado como un mecanismo protector. Las y-
cristalinas estan metiladas en cisteinas especificas, yD en Cys110, mientras que yC y yB
en Cys22 y Cys79 (Wilmarth et al. 2006).

Puentes disulfuro

Un enlace disulfuro o enlace SS, es un enlace covalente muy fuerte entre grupos tiol
-SH de dos cisteinas. La formacién de enlaces disulfuro puede causar cambios conforma-

cionales en la proteina o la formacion de oligémeros (Hanson et al. 2000).
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Tabla 1. Modificaciones postraduccionales identificadas en HyS.

Modificacion

Dafio

Producto estructura
(Ejemplo)

Referencia

Desamidacion

Introduce una carga negativa en la

proteina, conduciendo a cambios

GlIn desamidada

Hanson et al. 1998, Hanson
et al. 2000, Wilmarth et al.

Y21, W46, M58, Y60, W73,
M73, Y94, Y109, M118,
M123, w137, Y150, W163

daria y terciaria, fragmentacion es-

pontanea.

Trp oxidado

H H O

N14, Q16, N53, Q63, Q70, N .

Q Q Q estructurales y disminucion de esta- _,L_(';_g_ 2006, Srivastava et al 2017,
N76, 92, 106, 120, - I

Q Q Q bilidad. (CHa), Forsythe et al. 2019
N143, Q148, Q170 (I:=o

OH

Oxidacién Alteraciéon en la estructura secun- Hanson et al. 2000, Srivas-

tava et al 2017

Fosforilacion

S89

Puede modular la actividad chape-

rona de a- cristalinas.

Ser fosforilada

H H O
|
__N_.(I;_C._

Sharma & Santhoshkumar
2009

Metilacion

K6, C24, C26

Mecanismo de proteccion para pre-
venir enlaces disulfuro y agrega-

cion.

Lys metilada
H H O
| [

((|3Hz)4

MacCoss et al. 2002, Wil-
marth et al. 2006, Srivastava
et al 2017

Formacion de puentes disul-
furos C22-24, C114-C129

Cambios conformacionales de la

proteina.

Puente disulfuro

HN=——=CH=—C—0H

CH; O

Hy O

—0— 0 ——0—

H;N—CH—C—0H

Hanson et al. 1998
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Protedlisis

La protedlisis de cristalinas aumenta significativamente en lentes envejecidos y con
catarata, lo cual puede alterar el arreglo ordenado de las proteinas en el lente. Las protea-
sas de lentes juegan un papel importante durante el desarrollo, la morfogénesis, la degra-
dacion de los organelos y la disminucion de las mismas puede provocar la acumulacion de
proteinas modificadas, volviéndose menos soluble. No obstante, una reaccion de oxidacion
puede convertir las proteinas en formas méas susceptibles a la degradacién proteolitica
(Bassnet 2009). Santhoshkumar y colaboradores aislaron 23 fragmentos de cristalinas con
masas moleculares menores de 3.5 kDa en lentes de personas jévenes, ancianos y per-
sonas con cataratas (Tabla 2) (Santhoshkumar et al. 2008). La interaccion de péptidos
derivados de cristalina con cristalinas intactas podria ser un factor clave en la formacion
de cataratas relacionadas con la edad. Varios de los fragmentos listados en la tabla 2 han
mostrado que, al interactuar con cristalinas de bovinos, inducen su agregacion o inhiben

la actividad chaperona de las a-cristalinas (Udupa & Sharma 2005; Kannan et al. 2013).

Udupa & Sharma demostraron que el péptido oxidado (B3 -
2AINGTWVGYEFPGYR1%6 gumentaba la agregacion de las By-cristalinas. Los datos fue-
ron confirmados por analisis espectrométrico de masas y determinaron que el péptido B3
interactuaba preferentemente con la cristalina B2, con residuos de aminoacidos en ambos
extremos N- y C- terminales de la proteina. Los extremos son expuestos al solvente y son
flexibles en el dimero (Udupa & Sharma 2005). La asociacion de cristalinas en complejos

de orden superior es de importancia critica para mantener la transparencia del cristalino.

Santhoshkumar y colaboradores, mostraron que los péptidos del cristalino generados
in vivo interactuaban con las cristalinas y aumentaban su agregacion y precipitacion, exhi-
biendo actividad anti-chaperona (Santhoshkumar et al 2011). Ademas, han encontrado que
alteran el tamafio oligomérico de la cristalina soluble (Santhoshkumar et al 2011), interac-
tuan con los componentes del citoesqueleto y la membrana, alteran la interaccion de la a-
cristalina soluble con la membrana y llegan a formar agregados de tipo amiloides in vitro
(Su et al.2011; Srivastava et al. 2012). El péptido de a-cristalina 8SDRDKFVIFLDVKH?®,
lleva una secuencia similar al motivo formador de fibrillas de la proteina B-amiloide y de-
muestra los rasgos caracteristicos como la existencia de una estructura secundaria de ho-
jas B (Kannan et al. 2013).
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De tal forma que la presencia de péptidos relacionada con la edad y la agregacion de
proteinas asociada en el cristalino ha llevado a la hipétesis emergente de que los péptidos
podrian ser uno de los factores iniciadores en la formacion de cataratas. Los lentes viejos
y con cataratas muestran una mayor proteélisis en comparacién con los lentes sin catara-
tas de la misma edad. Los péptidos tienen sitios de interaccion en cristalinas solubles y se
encuentra que modulan la fisiologia normal del cristalino. De acuerdo a estos anteceden-
tes, se sintetizaron 3 fragmentos (Figura 4): el péptido aA- (67-75), el péptido aA- (66-75),
y el péptido yS- (167-178) de cristalinas para conocer los modos de interaccion con la

cristalina HyS nativa.

A) DRDKFVIFL

Propiedades

Longitud: 9

Masa: 1151.6320

(pl): 6.94

Carga neta: 0

Hidrofobicidad: +13.54 Kcal * mol -1

Propiedades

Longitud: 10

Masa: 1238.6639

(pl): 6.67

Carga neta: 0

Hidrofobicidad: +14.00 Kcal * mol -1

Propiedades

Longitud: 12

Masa: 1387.7550

(pl): 10.69

Carga neta: +1

Hidrofobicidad: +13.73 Kcal * mol -1

Figura 4. Estructura quimica de los fragmentos derivados de cristalinas sintetizados. (A) aA- (67-
75) (B) aA- (67-75) y (C) yS- (167-178). Se utilizo el software en linea PepDraw.com.
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Tabla 2. Péptidos de bajo peso molecular en lentes humanas. Tomado de Santhoshkumar et al.
2008.

Encontrado en personas
Fuente Secuencia del péptido
Joven Ancianos Catarata

aB- (59-66) No Si Si PSWFDTGL

oA- (67-75) Si No No DRDKFVIFL

aA- (66-75) No Si Si SDRDKFVIFL

oB- (24-34) No No Si FDQFFGEHLLE
yS- (167-178) Si Si Si SPAVQSFRRIVE

aA- (2-12) No Si Si DVTIQHPWFKR

aA- (2-13) No Si Si DVTIQHPWFKRT

aB- (45-57) Si Si No SPFYLRPPSFLRA

aA- (43-56) Si Si Si TISPYYRQSLFRTV

aA- (67-80) No Si Si DRDKFVIFLDVKHF

aA- (51-65) No No Si SrLFRTVLDSGISEVR

aA- (66-80) No Si Si SDRDKFVIFLDVKHF-H20

aA- (66-80) No Si Si SDRDKFVIFLDVKHF

BA3 /A1 (59-74) No Si Si SD(N)AYHIERLMSFRPIC

aA- (50-65) No No Si QSrLFRTVLDSGISEVR
BB2- (181-196) Si No Si PQVQSVRRIRDMQWHQ

aB- (2-18) No Si Si DIAIHHPWIRRPFFPFH

aB- (1-18) No Si Si Ace-MDIAIHHPWIRRPFFPFH
B (y) S-(2-22) No Si Si Ace-SKTGTKITFYEDKNFQGRRYD
BB2- (181-204) Si No Si PQVQSVRRIRDMQWHQRGAFHPSN
BA3- (190-215) Si Si Si GDYKHWREWGSHAQTSQIQSIRRIQQ
BA3- (189-215) Si Si Si GGDYKHWREWGSHAQTSQIQSIRRIQQ
BA3- (188-215) Si Si Si HGGDYKHWREWGSHAQTSQIQSIRRIQQ
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2. HIPOTESIS

La interacciéon de HyS con fragmentos peptidicos de otras cristalinas acelera su agrega-

cion.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de fragmentos peptidicos de cristalinas en la agregacion de la HyS.

3.2 Objetivos particulares

1 Sintetizar y purificar los fragmentos peptidicos aA- (67-75), aA- (66-75), yS-(167-178).

2  Sobreexpresary purificar HyS.

3 Estudiar el efecto de fragmentos peptidicos de cristalinas en la cinética de agregacién
de la HyS.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Sintesis y purificacion de los péptidos

Los péptidos se sintetizaron empleando el esquema de proteccion Fmoc/tBu (Figura
5). La técnica estd basada en el crecimiento de una cadena peptidica mediante la adicién
consecutiva de aminoacidos sobre una resina a la cual permanecen anclados durante la
sintesis. La sintesis se realiza del C-terminal al N-terminal, utilizando la resina Rink amida-
MBHA. El grupo 9-fluoronilmetoxicarbonilo (Fmoc) impide reacciones no deseadas del
grupo amino y los grupos del tipo (tBu) protegen las cadenas laterales de los aminoacidos.

Existen tres pasos importantes en la sintesis de péptidos:

1. Desproteccion. Consiste en remover el grupo Fmoc con piperidina:dimetilformamida,
50:50.

2. Activacion. Consiste en transformar el extremo carboxilo en un ester modificado para
aumentar la reactividad del aminoacido. Se lleva a cabo con N,N'-diisopropilcarbodiimida

(DIC) y oxyma, para evitar racemizacion.

3. Acoplamiento. Consiste en adicionar el aminoacido activado a la resina o péptido-resina
para gue se forme el enlace peptidico entre el extremo amino libre de la péptido-resina y

el grupo carboxilo del aminoacido activado.

4. Prueba de Kaiser o ninhidrina. Consiste en una reaccion colorimétrica que permite eva-
luar la presencia de aminas libres. Con esta prueba se garantiza que el acoplamiento y la
desproteccion hayan sido completas para obtener un buen rendimiento.
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Ry 0
HN-CH-C~

Ri 0
—NH CH C—

50 % Piperidina en DMF

—p
Desproteccion

1

Ry 0 Ri 0
~NH-CH-C— NH CH C-

Acoplamiento

2 3

Ry 0

NH-CH-C- ——>
Activacién

Figura 5. Sintesis de péptidos en fase solida (FMOC). Esta secuencia de desproteccién y activa-
cién-acoplamiento se repite luego hasta que se completa la cadena peptidica.

En la tabla 3 se muestran los péptidos que se sintetizaron durante este trabajo. El
péptido aA- (67-75) esta presente en jévenes y lentes con catarata, mientras que el péptido
aA- (66-75), que sélo difiere en un residuo, se encuentra en ancianos y lentes con catarata.
El péptido yS- (167-178) se encuentra presente en los tres grupos. Una vez sintetizada la
cadena peptidica, ésta se separé de la resina y se eliminaron los grupos protectores de
las cadenas laterales de los aminoacidos a través de una hidrolisis acida con TFA. Luego,
se purificaron por HPLC en una columna de fase reversa (C18), y la masa molecular de

cada péptido se confirmé por espectrometria de masas.

Tabla 3. Péptidos sintetizados.

Masa de Encontrado en personas

pépti- Péptido Secuencia del péptido

dos

(Da)

Joven Ancianos Catarata

1152.64 aA- (67-75) Si No No DRDKFVIFL
1239.67 aA- (66-75) No Si Si SDRDKFVIFL
1388.77 yS- (167-178) Si Si Si SPAVQSFRRIVE

Ademas de estos péptidos se evalud el efecto de los péptidos aB- (1-18), aA- (66-80),

aA- (70-88) y aB- (59-66) que ya se encontraban sintetizados y puros en el laboratorio, por

Hugo Gémez en el 2017.
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4.2 Expresion de HyS

La proteina se expreso en células de E. coli BL21-RIL, resistentes a cloranfenicol.
Estas se transformaron con el plasmido pE-SUMO CRYGS que las hace resistentes a am-
picilina. Este plasmido contiene una secuencia de la proteina HyS unida a una proteina
SUMO con cola de histidinas en el extremo amino. La transformacion se realiz6 adicio-
nando 2 ul de plasmido a 100 pl de células de E. coli, se dejé 15 minutos en hielo. Después
fueron incubadas a 44°C por 45 segundos, y se pusieron en hielo durante 2 minutos. Se
agrego 1 mL de medio LB y se dejo que las células se recuperaran a 37°C por 1 hora.
Luego, las células se plaguearon en una caja Petri con agar LB con 100 pg/ml de ampicilina
y 30 pg/ml de cloranfenicol, se incub6 por 12 horas a 37°C. Entonces, se tomé una colonia
de las células transformadas para inocular 10 mL de cultivo LB con 100 pg/ml de ampicilina
y 30 pg/ml de cloranfenicol, se incub6 durante 12 horas a 37°C en agitacion a 200 rpm.
Posteriormente, este precultivo se transfirio a 1 L de LB en las mismas condiciones y se
incubd a 37°C y 200 rpm de agitacion hasta que se alcanzé una densidad éptica de ~0.7
a 600 nm. Se utilizé Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracion final
de 0.33 mM para inducir la sobreexpresion de la proteina y se incub6 a 18°C a 150 rpm de
agitacion por 12 horas. Las células se recuperaron por centrifugacion a 4,000 rpm por 30
minutos a 4°C. El botdn de células fue resuspendido en buffer Tris-HCI 50 mM con imidazol
10 mM a pH 8. Enseguida, para la lisis celular, se afiadié 1 mg/mL de lisozima y se dej6
incubando por 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Se realizaron 15 ciclos de
sonicacion de 1 minuto con descansos de 1 minuto. El lisado se centrifug6 a 17,000 rpm
por 45 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido fue filtrado por una membrana de 0.22 pm
antes de inyectarlo en la cromatografica. En todos los pasos descritos se confirmo la pre-
sencia de la proteina HyS mediante SDS-PAGE al 16%.
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4.3 Purificacion de HyS

El sobrenadante filtrado fue aplicado en una columna HisTrap™ Sepharose-Niquel,
con un gradiente lineal de imidazol (10-500 mM). El buffer A contenia Tris-HCI 50 mM y 10
mM de imidazol pH 8; el buffer B contenia Tris-HCI 50 mM y 500 mM de imidazol pH 8. Se
colectaron fracciones de acuerdo a su absorcion a 280nm. Las fracciones eluidas se eva-
luaron por SDS-PAGE. Las fracciones ricas en HyS-SUMO se unieron. Para obtener la
proteina sin imidazol, se realizé una dialisis durante 12 horas a 5°C contra Tris-HCI 50 mM,
100 mM NacCl pH 8. Para eliminar la secuencia SUMO, se adicion6 1 unidad de proteasa
por cada 100 g de proteina, y se incubo durante 12 horas a temperatura ambiente. Para
comprobar si ocurrio el corte se realizé un SDS-PAGE al 16%, donde se distinguieron dos
bandas correspondientes al peso de la proteina cortada en 20 kDa y a la secuencia SUMO
alrededor de 17 kDa. La proteina HyS se pasé nuevamente por una columna HisTrap™
Sepharose-Niquel, con un gradiente escalonado de tres volimenes de columna cada uno.
El gradiente inicia con Tris-HCI 50 mM pH 8, sin imidazol, sube a 10 mM de imidazol, 50
mM imidazol, 100 mM imidazol y 200 mM imidazol. La fraccidn sin imidazol debe contener
a la proteina HyS. Esta fraccidén se pasa por una columna de intercambio idénico Q-sepha-
rose con un gradiente lineal que va de 100 a 500 mM de NaCl. El buffer A contenia Tris-
HCI 50 mM y 100 mM de NaCl pH 8; el buffer B contenia Tris-HCI 50 mM y 500 mM de
NaCl pH 8. Posteriormente, se analizaron las fracciones eluidas mediante SDS-PAGE para
verificar la presencia y pureza de HyS. La concentracion de proteina se determiné con el

coeficiente de extincion molar de 41200 cm™ M1 a 280 nm.

4.4 Cinética de agregacion por turbidez

Se empleo la proteina HyS 50 uM en buffer Tris-HCI 50 mM y 100 mM de NaCl pH 8.
Las cinéticas se corrieron en ausencia y presencia de los péptidos en una relaciéon equi-
molar a 37°C. Las muestras fueron analizadas en un espectrofotdmetro Agilent 8423. Se
colectaron los valores de absorbancia a 405 nm cada 5 min durante 12 horas. Los ensayos

se realizaron al menos dos veces para cada condicion.
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4.5 Cinética de agregacion por Dispersion Dinamica de Luz

El tamafio de agregados de la proteina se siguié en un espectrofotdmetro Malvern
Zetasizer Nano ZSP a 37°C, con un angulo de dispersién de 173°. El volumen empleado
fue de 1 mL a una concentracion de proteina 50 uM. Este ensayo se realiz6 en ausencia y
presencia de los péptidos en una relacion equimolar. El tiempo de equilibrio fue de 120 s;
se obtuvieron 450 corridas con 10 escaneos de 10 s para cada muestra por duplicado.
Todas las muestras se filtraron previamente por una membrana de 0.22 um. El radio hidro-
dinamico, Ru, se obtuvo del coeficiente de difusion, D, a través de la ecuacion de Einstein-
Stokes (Stetefeld et al. 2016). Los datos se analizaron en el paquete de software SEDFIT
(Zhao et al. 2015) y las figuras fueron hechas en GUSSI (Brautigam 2015).

4.6 Cinética de desplegamiento de HyS

La fluorescencia intrinseca de tript6fano se midié usando un espectrofotbmetro de
fluorescencia Cary Eclipse. La proteina a una concentracion 50 pM se excité a 295 nm,
mientras que los espectros de emision se registraron entre los 300 y 450 nm, cada 5 min
durante 12 horas a 37°C. Los experimentos se hicieron por triplicado en ausencia y pre-
sencia de concentraciones equimolares de los péptidos. El grado de desplegamiento se
evalué en términos del corrimiento del maximo de emision y calculando las relaciones ma-
ximas de intensidades medidas a 328 nm y 355 nm (IF355/328 nm), con el fin de controlar
simultdneamente los cambios en los maximos nativos y desplegados. Ademas, se tomaron
espectros de la proteina desnaturalizada en diferentes concentraciones de GuHCI de 0 a
4 M. La estabilidad térmica de HyS se siguié en un rango de temperatura de 37 a 98° C
con un incremento de 3.0 C°/min. Los datos se ajustaron a una sigmoide empleando la

ecuacion de Boltzmann.
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5. RESULTADOS

5.1 Expresion de HyS

En la figura 6 se muestra el perfil electroforético de cada uno de los pasos del sistema
de expresion de la proteina. Claramente la proteina migro a la altura esperada, una banda
de =35 kDa, que corresponde al peso de la cristalina HyS unida a la secuencia 6xHis-
SUMO. La banda de la proteina se puede observar, en bajas concentraciones, a partir de
la induccion, pero se observa una banda de alta concentracion en la fraccion esperada

luego de la lisis celular.

M 1 2 3 4
95 KDa-
72 KDa-
55 KDa-
43 KDa-
34 KDa-

26 KDa-

17 KDa-

Figura 6. SDS-PAGE de la sobreexpresion de HyS. Carril M, marcador de peso molecular; carril
1, botén de células antes de inducir; carril 2, botén de células después de la induccién con IPTG;
carril 3, boton obtenido con la lisis celular, carril 4, sobrenadante del lisado celular.

5.2 Purificacion de HyS

El sobrenadante rico en la proteina se eluyé en la columna HisTrap™ Sepharose-Ni
usando un gradiente lineal de imidazol. En la figura 7A se puede observar un pico mayori-
tario al 50 % de imidazol. Después se analizaron estas fracciones por SDS-PAGE (Figura
7B); las fracciones 17 a la 25 contenian la proteina con la banda correspondiente de 35
kDa. Estas fracciones ricas en HyS se juntaron y se obtuvo una concentracién de proteina
de 124 uM. Esta fraccion enriquecida en HyS se proteolizd con la proteasa 1 especifica de

Ubl de Saccharomyces cerevisiae (Proteasa SUMO) para remover la etiqueta SUMO. Esta
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protedlisis se verificd con un gel de electroforesis SDS y se observo una banda correspon-
diente al peso molecular de la cristalina HyS en 20 kDa (Figura 7C). La proteina se recu-
perd pasandola nuevamente por la columna HisTrap™ Sepharose-Ni con un gradiente es-
calonado de imidazol. En esta etapa, la proteina HyS no contiene cola de histidinas, por lo
tanto, no se une a la columnay se recoge en las fracciones no retenidas, como se confirmé
por SDS-PAGE (Figura 7D y E). Las fracciones 1 a la 8 contienen a la proteina, asi que se
juntaron y se pasaron por una columna de intercambio idnico Q-sepharose, para remover
proteinas de mayor peso molecular (Figura 7F). Finalmente, se confirmd la pureza de HyS

con un gel (Figura 7G).
La cantidad de proteina obtenida durante la purificacién se cuantific6 usando el coe-

ficiente de extincion molar de HyS (41200 Mt cm ™t a 280nm). El rendimiento aproximado

de la expresion y purificacion fue de 12 mg de proteina a partir de 1 L de cultivo inducido.
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Figura 7. Purificacién de HyS. (A) Perfil de elucién de HyS en columna de afinidad HisTrapTM
Sepharose-Niquel, detectando absorcion a 280 nm, bajo un gradiente lineal de imidazol de 10 a
500 mM (verde). (B) SDS-PAGE de las fracciones cromatogréficas, carril M, marcador de peso
molecular; carril 1 al 9, fracciones 17 a 25 de HyS-SUMO. (C) SDS-PAGE, carril M, marcador de
peso molecular; carril 1, HyS antes de protedlisis; carril 2, HyS protedlisada, la flecha roja sefiala
la banda de HyS. (D) Perfil de elucién de HyS en columna de afinidad HisTrapTM Sepharose-
Niquel, detectando absorcion a 280 nm, el gradiente inicia sin imidazol, sube a 10 mM, 50 mM,
100 mM y 200 mM imidazol (verde). (E) SDS-PAGE de las fracciones eluidas, carril M, marcador
de peso molecular; carriles 1 al 8, fracciones 1 a 8 de HyS; carril 9, fraccién 18 secuencia SUMO.
(F) Perfil de elucion de HyS en columna Q-sefarosa eluida con gradiente lineal de NaCl de 100 a
500 mM (verde). (G) SDS-PAGE de las fracciones eluidas, carril M, marcador de peso molecular;
carriles 1 al 8, fracciones 1 a 8 de HyS pura.
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5.3 Estabilidad de HyS

La desnaturalizaciéon de HyS a diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio
(GuHCI), se estudio por fluorescencia. La cristalina nativa HyS tiene un maximo de fluo-
rescencia aproximadamente en 328 nm; cuando la proteina se despliega su maximo de
fluorescencia se desplaza hacia el rojo, hasta 356 nm. Como se muestra en la figura 8A,
HyS tiene su maximo a 328 nm y a medida que aumenta la concentracion de GuHCI el
maximo se desplaza a mayores longitudes de onda. A 4M de GuHCI, el maximo de fluo-
rescencia es 356nm, indicando que la proteina esta completamente desplegada. La rela-
cion de intensidades de fluorescencia a 355 y 328 nm (IF 355/328) se represento en fun-
cion de la concentracion de GuHCI (Figura 8B). El ajuste sigmoidal sugiere que la concen-
tracion media fue de 3.14 M, a la cual la mitad de las moléculas de proteina se encuentran

plegadas y la otra mitad desplegadas.
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Figura 8. Desplegamiento de HyS con GuHCI seguido por fluorescencia. (A) Espectros de emision
de fluorescencia de HyS en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de GuHCI. (B)
Curva de tendencia del desplegamiento de HyS.

De la misma manera, se evaluo la estabilidad térmica de HyS. La figura 9 muestra el
desplegamiento térmico de la proteina seguida por fluorescencia. Ajustando los datos a
una ecuacién sigmoidal se determind que la Tm de HyS es 73.34°C. Esto indica que la
proteina es muy estable térmicamente, pues sélo comienza a desplegarse a temperaturas

por encima de 60°C.
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Figura 9. Estabilidad térmica de HyS. Se aumenté la temperatura 3°C/min, de 37 a 98°C.
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Figura 10. Cinética de desplegamiento de HyS a 37°C durante 12 horas seguida por fluorescencia.
(A) Espectros correspondientes alas 0, 3, 6, 9y 12 h. (B) Relacion 355/328 nm respecto al tiempo.

Por otra parte, se evalué la cinética de desplegamiento de la proteina por fluorescencia,
a 37°C durante 12 horas. En la figura 10 se puede observar que el maximo de emision se
mantiene en 328 nm a lo largo de la cinética y la relacion 355/328 nm en ~0.7, lo que indica
que la proteina se mantiene plegada en las condiciones probadas en el experimento. El valor
maximo de esta relacion (~1.3) corresponde al 100 % de la proteina desplegada. De acuerdo
con estos resultados se puede decir que se obtuvo la proteina en estado nativo y que la

proteina se mantiene estable en las condiciones experimentales.

Para evaluar la agregacion de HyS, se midié el cambio de absorbancia a 405 nm a
37°C durante 12 horas (Figura 11). La cristalina HyS muestra una densidad Optica cons-

tante a los ~508 minutos, posteriormente hay un aumento de la turbidez que va de 0.01
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hasta 0.04. Sin embargo, la cubeta permanecié completamente transparente durante todo

el tiempo del experimento.
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Figura 11. Cinética de agregacion de HyS seguida por turbidez a 405 nm y 37°C.

Con el fin de obtener informacién sobre el tamafio de agregados, la muestra se analizé
por dispersion dinamica de luz (DLS), que se emplea para la determinacion de la distribu-
cién de los tamafios de particula en solucion y asi obtener su radio hidrodinamico. Las
mediciones muestran una curva de correlacion consistente con una solucion polidispersa,
con al menos dos especies diferentes (Figura 12A). Al tiempo inicial, la especie mas abun-
dante que representa un 90 % de la sefial total, corresponde a un Ry aparente de 2.3 nm.
La segunda especie tiene un radio alrededor de 100 nm y un 11 % de la sefial total. Estos
resultados demuestran que HyS consiste principalmente de un mondémero, aunque tam-
bién hay especies oligoméricas mas grandes presentes en la muestra. Después de trans-
curridas las 12 horas, el porcentaje de la sefial total cambia al 50 % para el monémero y
alrededor del 45 % para los oligbmeros con un tamafio de hasta 550 nm de radio hidrodi-
namico. Es importante resaltar que la muestra permanecioé completamente transparente a
lo largo del experimento como en la cinética de agregacion por turbidez, confirmando que
el aumento en el tamafio de los oligdbmeros es responsable del ligero aumento en la escala
de turbidez.

28



0WONNOO=N]

I3I3373774

&
= 0.4
[)]
0.2
0.0,
(s
B
5 100
T4 - 80
E™]
8 1 L
E 3_:“........0.. Mondémero - 60
B 999000 000080050, [
52_' eloert
247
o 1
§1—' - 20
o o
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Figura 12. Cinética de agregacion por dispersion dinamica de luz de HyS. (A) Curvas de correla-
cién colectadas cada 3h durante 12 h. (B) Radio hidrodindmico estimado de la especie monomé-
rica en funcion del tiempo. (C) Cambio en el radio hidrodinamico estimado para la especie oligo-
mérica en funcion del tiempo. Las barras grises indican el porcentaje de sefial correspondiente a

Tiempo (min)

la especie.

mérica (Figura 12B) y para el oligémero (Figura 12C), y se observa que el monémero se
mantiene durante toda la cinética, solo que su porcentaje disminuye de 90 a cerca de 60
%. En el caso de los oligoméricos, se observa como aumenta el tamafio de los oligobmeros,
pero el porcentaje no aumenta mas alla del 40%. Entonces, durante la cinética se forman

oligbmeros de gran tamafio, pero permanecen solubles y esta presente el monémero.

% sefial total

0
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5.3 Efecto de fragmentos peptidicos en la estabilidad de HyS

5.3.1. Estabilidad de los péptidos

Los péptidos sintetizados en este trabajo y descritos en la metodologia no se pudieron
usar para evaluar su efecto en la agregacion de HyS debido a la contingencia Covid-19
que no permitié el ingreso al laboratorio desde marzo de 2020 hasta la fecha en la que se
entrega este trabajo. En la tabla 4 se muestran los péptidos que se evaluaron durante este
estudio. El péptido aB- (1-18) esta presente en ancianos y lentes con catarata, y se reporta
que tiene efecto en la agregacion de las By-cristalinas de bovino; el péptido aA- (70-88),
conocido como la minicristalina, es capaz de inhibir la agregacion de las y-cristalinas; el
péptido aA- (66-80) acelera la agregacion de a-cristalinas de bovino; y el péptido aB- (59-

66) presente en ancianos y lente con catarata, no cuenta con reportes.

Tabla 4. Péptidos evaluados en este estudio.

Encontrado en personas
Masa de
péptidos
(Da) Péptido Secuencia del péptido
Joven Ancianos Catarata

922,43 aB- (59-66) No Si Si PSWFDTGL
1865.94 aA- (66-80) No Si Si SDRDKFVIFLDVKHF
2113.19 aA- (70-88) KFVIFLDVKHFSPEDLTVK
2359.18 aB- (1-18) No Si Si MDIAIHHPWIRRPFFPFH
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Figura 13. Cinéticas de agregacion de diferentes fragmentos de cristalinas. Curva de correlacion del
péptido aB-(1-18) (A) aA-(70-88) (C), aA-(66-80) (E), ab-(59-66) (G) seguida por DLS en el tiempo
inicial. Cinética de agregacion del péptido aB-(1-18) (B), aA-(70-88) (D), aA-(66-80) (F), ab-(59-66)

(H) seguida por turbidez.
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En la figura 13 se muestran las curvas de correlacion y las cinéticas de agregacion de
los fragmentos mencionados en la tabla 4. Todos los péptidos presentaron curvas de corre-
lacion que ajustan a radios hidrodinamicos grandes, 110 nm, 190 nm, 180 nm y 225 nm para
aB- (1-18), aA- (70-88), aA- (66-80), aB- (59-66) respectivamente. En la cinética de agrega-
cion, los péptidos aB- (1-18) y aB- (59-66) presentan un ligero aumento en absorbancia en
los primeros minutos; el péptido aA- (70-88) cambia de ~0.008 a 0.015 (UA); el péptido aA-
(66-80) cambia de 0 a 0.01 (UA) con una tendencia exponencial, lo que indica que los pép-
tidos se agregan ligeramente, sin embargo la solucion se observa translucida. Por otra parte,
los péptidos aB- (1-18) y aB- (59-66) tienen un triptéfano, por lo que pueden alterar el es-
pectro de emision de fluorescencia de la proteina. Por lo tanto, se tomaron sus espectros de
fluorescencia y se observa que presentaron maximos de emision a 357 y 367 nm respecti-

vamente (Figura 14).
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Figura 14. Espectros de fluorescencia de los péptidos aB-(1-18) (A) y aB-(59-66) (B).

5.3.2. Efecto del péptido aB- (1-18) en la agregacién de HyS

Al seguir la cinética de agregacion de HyS en presencia del péptido aB- (1-18) por DLS,
se observd que el porcentaje de la sefial de monomero de HyS disminuy6 drasticamente
desde la primera medicion, de 90 % a 8.5 %, mientras que la sefial de oligdmeros fue de
91.5 % durante toda la cinética. El radio hidrodindmico estimado para el oligobmero vario
entre 181.75y 199.25 nm a lo largo del tiempo, por lo que se puede apreciar que las curvas
de correlacion no cambian entre el tiempo inicial y final. (Figura 15).
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Figura 15. Cinética de agregacion de HyS en presencia del péptido aB-(1-18) por dispersion dina-
mica de luz y turbidez. (A) Curvas de correlacion. (B) Cinética de agregacion. (C) Radio hidrodina-
mico estimado de la especie monomérica en funcién del tiempo. (D) Cambio en el radio hidrodinamico
estimado para la especie oligomérica en funcion del tiempo. Las barras grises indican el porcentaje
de sefal correspondiente a la especie.

En un ensayo de turbidez, un aumento en la absorbancia es indicativo de la formacion
de grandes agregados de proteinas que dispersan la luz. La absorbancia fue monitoreada
después de la adicion del péptido y se observd un aumento en la absorbancia de la proteina
que paso de 0 a 0.1. Este aumento en absorbancia se observo desde el tiempo cero y des-
pués permanecio constante (Figura 15B), lo cual indica que la interaccion entre la proteina
y este péptido induce la formacion de oligoméros muy rapidamente.

Por otra parte, por fluorescencia se evalud si la interaccién induce un cambio confor-
macional en HyS. Se observo un corrimiento del maximo de fluorescencia hacia el rojo, de
328 a 337 nm, desde el tiempo inicial. La relacion 355/328 paso a ser de ~0.8, lo que

indica que aproximadamente 22 % de proteina esta desplegada (Figura 16). Sin embargo,
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otra posible explicacion para el cambio en el cociente 355/328 es el Trp presente en el

péptido 1-18 que presenta un maximo de emision a 357nm y que puede estar induciendo

gue el espectro de la proteina sea mas ancho.
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Figura 16. Cinética de desplegamiento de HyS en presencia del péptido aB-(1-18) seguida por fluo-
rescencia. (A) Espectros correspondientes a las 0, 3, 6, 9y 12 h. (B) Relacion 355/328 nm respecto
al tiempo

5.3.3. Efecto del péptido aA- (70-88) en la agregacion de HyS

Tras la adicion del péptido aA- (70-88), se observo por DLS la formacidon de una especie
polidispersa y un aumento en el radio hidrodinamico con tendencia exponencial. El punto
inicial indica un Ry de 175.35 nmy 89.7 % de la sefial, y después de las 12 horas llega hasta
los 837.9 nm. Al evaluar si existe especie monomérica presente, se confirma una caida en
el porcentaje de la sefial a menos del 20 % durante el experimento (Figura 17). Estos resul-
tados indican que el péptido aA- (70-88) favorece la formacién de oligémeros de radio hidro-

dinamico grande.

Por otra parte, en la cinética de agregacion por turbidez, se observo un incremento sig-
nificativo en absorbancia desde el tiempo cero, la intensidad pasa de 0 a 0.25 (Figura 17B),
pero ocurre demasiado rapido y no es posible observarla en la escala de tiempo del experi-

mento.
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Figura 17. Cinética de agregacion de HyS en presencia del péptido aA-(70-88) por dispersion
dindmica de luz y turbidez. (A) Curvas de correlacién. (B) Cinética de agregacion. (C) Radio hidro-
dinamico estimado de la especie monomérica en funcién del tiempo. (D) Cambio en el radio hidro-
dinamico estimado para la especie oligomérica en funcion del tiempo. Las barras grises indican el
porcentaje de sefial correspondiente a la especie.

Finalmente, al evaluar la cinética de agregacién del complejo HyS- aA-(70-88) por fluo-
rescencia, se observé que no hay corrimiento en el maximo de emision (Figura 18A) y la
relacion 355/328 permanece en ~0.6 todo el tiempo (Figura 18B). Todo esto indica que la

interaccidon no induce desplegamiento de la proteina.
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Figura 18. Cinética de desplegamiento de HyS en presencia del péptido aA-(70-88) seguida por
fluorescencia. (A) Espectros correspondientes a las 0, 3, 6, 9y 12 h. (B) Relacién 355/328 nm res-
pecto al tiempo.

5.3.4. Efecto del péptido aA- (66-80) en la agregacion de HyS

La cinética de agregacion de HyS con el péptido aA- (66-80) seguida por DLS, se
observo una especie polidispersa y un radio hidrodinamico de 132.3 nm correspondiente
al 62.2 % de la sefial (Figura 19A y D) . El radio hidrodindmico aumenta hasta 309.8 nm
en el tiempo final y presenta un porcentaje de sefial de 48.1% (Figura 19D). La especie
monomeérica permanece constante durante toda la cinética con un porcentaje de sefal
alrededor del 40 % (Figura 19C).

En la cinética de turbidez, se observé un cambio rapido en la absorbancia 0 a 0.04
(Figura 19 B). Con estos resultados se puede decir que el péptido aA- (66-80) induce la
formacién de complejos de mayor radio hidrodinamico y alcanza valores de turbidez lige-

ramente mayores que la cristalina HyS sola.
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Figura 19. Cinética de agregacion de HyS en presencia del péptido aA-(66-80) por dispersion
dinamica de luz y turbidez. (A) Curvas de correlacion. (B) Cinética de agregacion. (C) Radio hidro-
dinamico estimado de la especie monomeérica en funcién del tiempo. (D) Cambio en el radio hidro-
dinamico estimado para la especie oligomérica en funcion del tiempo. Las barras grises indican el
porcentaje de sefial correspondiente a la especie.

La cinética evaluada por fluorescencia mostré que el maximo de emisiéon se mantuvo

a 328 nm durante las 12 horas del analisis y la relacion 355/328 se queda en ~0.6. Por lo

tanto, el péptido induce agregacion pero no induce desplegamiento de HyS (Figura 20).
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Figura 20. Cinética de desplegamiento de HyS en presencia del péptido aA-(66-80) seguida por
fluorescencia. (A) Espectros correspondientes a las 0, 3, 6, 9 y 12 h. (B) Relacion 355/328 nm
respecto al tiempo.

5.3.5. Efecto del péptido aB- (59-66) en la agregacion de HyS

Finalmente, se evaluo el efecto del fragmento aB- (59-66) en la cinética de agregacion
de HyS. Por DLS se observé que las curvas de correlacion presentan la forma de una
muestra polidispersa (Figura 21A). En el punto inicial se estimé un radio hidrodindmico de
104.9 nm correspondiendo a un 65.3 % de la sefial con una tendencia a aumentar. A las
12 horas el radio hidrodinamico aumento hasta 238.35 nm y 81.3 % de la sefal (Figura 21
D). El porcentaje de sefal de la especie monomérica disminuy6 de 34.7 % a 18.7 % (Figura
21C). Ajustando los datos de la Figura 21D a una ecuacion exponencial se pudo determi-

nar una constante de tiempo de 54.05 + 0.535 min.

En la cinética de agregacion seguida por turbidez, el péptido aB- (59-66) indujo agre-
gaciény fue posible observar una tendencia exponencial (Figura 21B). Al ajustar la cinética

a una ecuacion exponencial se estimd una constante de tiempo de 1.51 + 0.16 min.
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Figura 21. Cinética de agregacion de HyS en presencia del péptido aB-(59-66) por dispersion
dinamica de luz y turbidez. (A) Curvas de correlacion. (B) Cinética de agregacion. (C) Radio hidro-
dindmico estimado de la especie monomérica en funcién del tiempo. (D) Cambio en el radio hidro-
dinamico estimado para la especie oligomérica en funcion del tiempo. Las barras grises indican el
porcentaje de sefial correspondiente a la especie.
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Figura 22. Cinética de desplegamiento de HyS en presencia del péptido ab-(59-66) seguida por
fluorescencia. (A) Espectros correspondientes a las 0, 3, 6, 9 y 12 h. (B) Relaciéon 355/328 nm
respecto al tiempo
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Por otro lado, la cinética seguida por fluorescencia mostré un corrimiento del maximo
de emision hacia el rojo, a 337 nm (Figura 22A). Esto puede deberse a la presencia del
Trp en la secuencia del péptido 59-66. La relacion 355/328 indica que la proteina perma-
nece plegada durante toda la cinética (Figura 22B). Por lo tanto, la interaccion de HyS

induce agregacion, pero no induce desplegamiento de la proteina.
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6. DISCUSION

Las cristalinas son los principales componentes proteinicos de la lente; su estabilidad y
disposicion son fundamentales para la claridad y el indice de refraccién del cristalino. Las
cristalinas son proteinas muy estables, sin embargo, sufren diversos cambios durante el en-
vejecimiento debido a factores externos como la radiacion ultravioleta, estrés oxidativo, entre
otros. Estos cambios producen ciertas modificaciones postraduccionales que pueden inducir
cambios conformacionales, lo que lleva a las proteinas del cristalino a formar agregados.
Entre estas modificaciones postraduccionales, la protedlisis puede conducir a la acumula-
cion de fragmentos peptidicos. La degradacion de cristalinas, en ocasiones, es parte del
proceso de maduracion normal o puede deberse a la activacion de enzimas proteoliticas del
cristalino. También es necesaria para eliminar proteinas desnaturalizadas. Aun asi, las pro-
teinas truncadas o péptidos cortos pueden acumularse en el cristalino debido a su produc-
cion excesiva o porgue el sistema de degradacién ya no puede descomponer los fragmentos
(Santhoshkumar et al. 2008). Se sabe que el cristalino contiene fragmentos de cristalina
degradados cuya concentracién va aumentando con el avance de la edad. En este estudio
se evaluaron cuatro fragmentos, aB- (1-18), aA- (70-88), aA- (66-80) y aB- (59-66) y se de-
termind que todos tienen un efecto en la agregacion de HyS. La HyS representa cerca del 9
% del total de proteinas en lentes de ojos humanos. Tiene un alto contenido de residuos
aromaticos que son constituyentes en la estructura y estabilidad de la proteina. Las cinéticas
de agregacion seguidas por DLS, demuestran que HyS forma grandes oligémeros inmedia-
tamente después de la interaccién con los péptidos (Tabla 5), siendo el fragmento aA- (70-
88) el que indujo la formacién de complejos con mayor radio hidrodinamico. Adicionalmente,
por turbidez se observo que todos los péptidos parecen acelerar la agregacion de la proteina
desde los primeros minutos. Es importante resaltar, que si bien se parte de péptidos con
radios hidrodindmicos grandes y que presentan una ligera turbidez (Figura 13), estos pépti-
dos no presentan aumento en la turbidez durante las 12 horas del ensayo. Por el contrario,
en las cinéticas de agregacion de los complejos péptido-HyS si se observa aumento en la
turbidez. Este aumento puede deberse a agregacion de la proteina o del péptido, pero to-
mando en cuenta reportes previos, es factible concluir que es la proteina quien sufre agre-

gacion.

41



Tabla 5. Radios hidrodinamicos en presencia de los péptidos estimados por DLS.

Radio aparente - % de la sefial total
Tiempo inicial 12 horas
Mondmero~2.30 nm -8.5 % ~2.43 nm -6 %
HyS + aB-(1-18)
Oligébmero~181.75 nm -91.5 % ~199.25 nm -88 %
Mondmero~2.25 nm -10 % ~2.21 nm -19.7 %
HyS + aA-(70-88)
Oligébmero~175.35 nm —-89.7 % ~837.9nm -81.2 %
Mondmero~2.35 nm -31.8 % ~2.32 nm -26.4 %
HyS + aA-(66-80)
Oligébmero~132.3 nm -62.2 % ~309.8 nm -48.1 %
Monomero~2.25 nm -34.7 % ~2.12 nm -18.7 %
HyS + aA-(59-66)
Oligbmero~104.9 nm -65.3 % ~238.35 nm -81.3 %

El efecto de estos péptidos puede ser debido a una interaccion especifica. Estudios
previos han demostrado que los péptidos inducen un cambio conformacional en la proteina
que conduce a una mayor exposicion de los residuos hidrofébicos, que resulta en una mayor
interaccion y agregacion (Udupa & Sharma 2005). Sin embargo, los resultados de fluores-
cencia indican que la interaccion de HyS con los fragmentos probados no induce desplega-
miento de la proteina. Por lo tanto, si bien los péptidos inducen agregacién, no siguen el
mecanismo propuesto arriba. Pero, seria necesario realizar mas estudios para descartar este

mecanismo de induccién de la agregacion.

Aungque comprender el mecanismo de agregacion de un sistema particular no es crucial,
un enfoque en los mecanismos de agregacién de proteinas nos puede ayudar a entender el
proceso. Podemos especular sobre una tendencia de los monémeros nativos a formar agre-
gados de forma reversible. La superficie del mondmero de proteina nativa es autoadhesiva,
de modo que se autoensamblara facilmente para formar pequefios oligobmeros reversibles.
Puede haber multiples parches pegajosos o complementarios en la superficie del monémero
que posteriormente pueden generar diferentes tipos de interfaces, produciendo efectiva-
mente varios oligdmeros de la misma estequiometria pero de diferentes patrones. Con el
tiempo, estos agregados mas grandes pueden volverse irreversibles, tal vez formando enla-
ces disulfuro. Estas proteinas agregadas se encuentran inicialmente en estado de mono-

mero plegado y transformadas en dimeros u oligomeros, se consideran complejos estables
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gue pueden coexistir con los mondmeros en equilibrio dinAmico o pueden separarse de la
solucion. La insulina es so6lo un ejemplo de una proteina terapéutica que se asocia facilmente
y normalmente para formar oligomeros reversibles (Dunn 2005). Asi mismo, una contribucion
importante a las interacciones péptido-proteina son las interacciones electrostaticas que
pueden conducir a la formacion de oligobmeros nativos reversibles asi como oligémeros re-
versibles no nativos. En términos de energia, un efecto importante del plegamiento de pro-
teinas es la pérdida de entropia conformacional. A diferencia de los dominios proteinicos
plegados estables, los péptidos suelen ser moléculas flexibles en su estado libre, y pierden
una gran cantidad de entropia configuracional al asociarse. Las proteinas son rigidas res-
pecto a su asociacion con los péptidos y para la mayoria de estas interacciones no inducen
cambios conformacionales al unirse y la interfaz esta mejor empaquetada conteniendo mas

enlaces de hidrogeno (London et al. 2010).

Estos agregados péptido-proteina pueden reclutar otras proteinas y péptidos y, por lo
tanto, volverse resistentes a la degradacién o eliminacion. Por tanto, una acumulacién cons-
tante de los péptidos de bajo peso molecular inicia una cascada que da como resultado la
formacién de agregados y el crecimiento de agregados en el cristalino, lo que provoca un
aumento de la dispersién de la luz y conduce a la pérdida de vision y cataratas.

Aln quedan preguntas con respecto a la agregacion de cristalina inducida por péptidos
de bajo peso molecular en lentes humanos y con catarata. El desafio ahora es determinar la
afinidad y los sitios de interaccion de HyS con los fragmentos peptidicos y su relacion con la
formacién de catarata, y sobretodo, conocer el mecanismo de agregacién que inducen estos

péptidos en la proteina para buscar estrategias e inhibir la generacién de los mismos.
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7. CONCLUSIONES

. Los fragmentos aB- (1-18), aA- (70-88), aA- (66-80) y aB- (59-66) tienen un efecto en

la agregacion de la proteina HyS.

. Todos los fragmentos inducen formacién de oligdmeros de radio hidrodindmico grande.

La interaccion de los fragmentos induce agregacion, pero sin que haya desplegamiento

de la proteina.
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8. PERSPECTIVAS

. Evaluar el efecto de los fragmentos aA-(66-75), aA-(67-75) y yS-(167-178) en la agre-
gacion de HyS.

. Modelado molecular para determinar sitios de union probables entre los fragmentos de

cristalinas y la HyS.

. Busqueda de estrategias para inhibir la generacion de los péptidos o las interacciones

de los mismos y poder retrasar o prevenir la aparicion de cataratas.
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