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RESUMEN
La irradiación  ultravioleta tipo B (UVB) y los  metales divalentes tales como el Zn(II)  y el

Cu(II) son factores de riesgo importantes en la formación de cataratas, la cual es la principal causa de

ceguera en el mundo. La formación de cataratas se debe principalmente a la agregación de las βγ-

cristalinas.

La familia de las β y las γ cristalinas del lente de los vertebrados se caracterizan por estructuras

terciarias conformadas fundamentalmente por hojas β que forman dos dominios, amino y carboxilo, y

presentan varios residuos de aminoácidos conservados. Una de las principales diferencias entre las β y

γ-cristalinas es su estado oligomérico. Las β-cristalinas son diméricas o multiméricas, mientras que las

γ-cristalinas han sido descritas como exclusivamente monómericas. La cristalina βB2 humana (HβB2)βB2)

se encuentra en forma de dímero en solución y está presente en concentraciones elevadas en el lente.

Tomando en consideración que la formación de las cataratas es un proceso lento, cinético y

acumulativo, en el cual los daños que sufren las proteínas se van acumulando poco a poco, en este

trabajo  decidimos  estudiar  el  efecto  de  la  dosis  mínima  de  irradiación  UVB  y  metales  para

desencadenar la agregación y el desplegamiento de la HβB2)βB2. Esto tiene el fin de comprender mejor el

mecanismo de desplegamiento y agregación de la HβB2)βB2 inducida por estos factores de riesgos. Los

experimentos se realizaron durante 12 horas empleando diferentes técnicas espectroscópicas, como la

turbidimetría, dispersión dinámica de luz y la fluorescencia. 

Los resultados  obtenidos  muestran  que tiempos  cortos  de exposición  a  la  irradiación  UVB

inducen  la  agregación  de  la  HβB2)βB2.  También  observamos  cambios  en  el  ambiente  químico  de  los

triptófanos (Trp), posible oxidación de los Trp y exposición de residuos hidrofóbicos. Asimismo, el

Zn(II)  y  el  Cu(II),  desestabilizan  a  la  HβB2)βB2,  afectan  su  plegamiento  e  inducen  un  cambio

conformacional, lo que conduce a la formación de agregados de alto peso molecular que dispersan la

luz. Interesantemente, observamos que el Zn(II) provoca más cambios en la proteína que el Cu(II).

Estos  resultados  sugieren  que  la  HβB2)βB2  tiende  a  desplegarse  parcialmente,  exponiendo  residuos

hidrofóbicos que conducen a la formación de grandes agregados de diferentes tamaños que provocan la

turbidez de la solución, y su agregación. 

Con  la  información  proporcionada  por  las  técnicas  empleadas  en  este  trabajo  buscamos

proponer modelos de agregación para entender la fisiopatología de las cataratas, así como para intentar

buscar tratamientos preventivos a futuro.
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ABSTRACT

Ultraviolet  type  B  (UVB)  irradiation  and  divalent  metals  such  as  Zn(II)  and  Cu(II)  are

important risk factors for cataract formation,  which is the leading cause of blindness in the world.

Cataract formation is mainly due to the aggregation of βγ-crystallins.

The crystallin β and γ families of the vertebrate lens are characterized by their tertiary structures

made  up  basically  of  β  sheets  that  form  two  domains,  amino  and  carboxyl,  and  present  several

conserved  amino  acid  residues.  One  of  the  main  differences  between  β-  and γ-crystallins  is  their

oligomeric state. β-crystallins are dimeric or multimeric, while γ-crystallins have been described as

exclusively monomeric. Crystallin human βB2 (HβB2)βB2) is found as a dimer in solution and is present in

high concentrations in the lens.

The formation of cataracts is a slow, kinetic and cumulative process, in which the damaging

proteins accumulates little by little. In this work we decided to study the effect of UVB irradiation for

short periods of time and the minimum dose of metal to trigger the aggregation and unfolding of HβB2)βB2.

This in order to understand better the unfolding and aggregation mechanism of HβB2)βB2 induced by these

risk factors. The experiments were carried out for 12 hours using different spectroscopic techniques,

such as turbidimetry, dynamic light scattering and fluorescence.

The  results  obtained  show  that  short  times  of  exposure  to  UVB  irradiation  induce  the

aggregation of HβB2)βB2 and that these aggregates differ in size. We also observed changes in the chemical

environment of tryptophans (Trps), possible oxidation of Trps, and exposure of hydrophobic residues.

We  observed  that  Zn(II)  and  Cu(II)  destabilize  HβB2)βB2,  affecting  its  folding  and  inducing  a

conformational change, which leads to the formation of high molecular weight aggregates that scatter

light.  Interestingly,  we observed that Zn(II)  causes more changes in the protein than Cu(II). These

results  suggest that HβB2)βB2 tends to  unfold  partially, exposing hydrophobic residues that lead to the

formation of large aggregates of different sizes that cause solution turbidity and aggregation.

With the information provided by the techniques used in this work, we propose aggregation

models to understand the pathophysiology of cataracts, as well as to try to find preventive treatments in

the future.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1. Estructura y función del lente 

El lente ocular es responsable de enfocar la luz en la retina y su transparencia es vital para la visión.

Está recubierto con una sola capa de células epiteliales, superpuesta a la corteza y el núcleo del lente,

ambos compuestos de células fibrilares (figura 1). Estas células son extremadamente largas, y para

reducir  la  dispersión  de  la  luz  durante  el  desarrollo  embrionario  ocurren  cambios  intracelulares,

incluyendo una alta expresión de proteínas solubles seguida de una degradación sincronizada de los

organelos  intracelulares  (Bassnett.,  2002,  Cvekl  y  col.,  2015).  Debido a  esto  las  células  fibrilares

carecen de la maquinaria de síntesis y de degradación de proteínas necesaria para eliminar y reemplazar

las proteínas dañadas. En consecuencia, el lente contiene células y proteínas que deben mantener su

estructura, organización molecular y estabilidad contra el estrés intracelular y ambiental durante toda la

vida (Moreau y King., 2012). 

 A B

Figura 1: A: Esquema que representa las principales partes del ojo humano. B: Se muestra la sección transversal del lente
humano en el cual se destaca la capa de las células epiteliales y las células fibrilares. (Imagen modificada de  Rivillas-
Acevedo y col., 2015).

1.2. Familias de cristalinas

Las cristalinas son las principales proteínas presentes en el lente (Andley, 2007) y se agrupan en dos

familias: las α cristalinas y las β/γ cristalinas (Bloemendal y col., 2004). Las proteínas en el lente tienen

 concentraciones de 200 -  450 mg/ml,  de las cuales aproximadamente un 35 % corresponde a las

cristalinas α, un 40-45 % a las cristalinas β y ~ 25 % a las cristalinas γ (Bobrow., 2011; Keenan y col.,
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2008). Las cristalinas α están formadas mayormente por hojas β (Sun y col, 1998) y tienden a formar

complejos de elevado peso molecular,  debido a asociaciones no covalentes de las dos subunidades

homólogas, A y B (Graw, 2009). Forman parte de la familia de las proteínas de choque térmico (HβB2sp

por  sus  siglas  en  inglés),  las  cuales  funcionan  como  chaperonas  moleculares  para  proteger  a  las

proteínas citoplásmicas del desplegamiento y de la agregación en las células fibrilares del lente (Shiels

y HβB2)ejtmancik., 2013). Las HβB2)sp son chaperonas independientes de ATP que se unen a las proteínas

dañadas o parcialmente desplegadas, secuestrándolas para evitar la agregación de estas  (Bagneris y

col., 2009). 

Las β y las γ cristalinas son miembros de la superfamilia de las β/γcristalinas y como ya se mencionó

representan aproximadamente el 40, y el 25 % respectivamente de todas las proteínas del lente (Lampi

y col., 1997). Sus estructuras terciarias están conformadas fundamentalmente por hojas β que forman

dos dominios, amino y carboxilo, y presentan varios residuos de aminoácidos conservados (figura 2).

Cada uno de estos dominios, están formados a su vez, por dos motivos con plegamiento del tipo llave

griega (Fu y  Liang, 2002; Bateman y col, 2003). Una de las principales diferencias entre las β y γ-

cristalinas  es  su  estado  oligomérico.  Las  β-cristalinas  son  multiméricas  y pueden  contener  de  2-8

subunidades,  mientras  que  las  γ-cristalinas  han  sido  descritas  como  exclusivamente  monoméricas

(Moreau y King 2012). Tanto las β y las γ cristalinas son proteínas estructurales que predominan en el

citosol de las células fibrilares del lente (Goulet y col, 2009).

Las cristalinas γ están codificadas en siete genes diferentes γA, γB, γC, γD, γE, γF, y γS, los cuales

codifican  para  proteínas  de aproximadamente  20 kDa (Andley,  2007).  Las  cristalinas  β  se  pueden

clasificar en dos grupos, las cristalinas básicas (βB1, βB2 y βB3), que además presentan extensiones N-

terminales y C-terminales y las cristalinas ácidas (βA1, βA2, βA3 y βA4), que poseen únicamente

extensiones de N-terminal. Cada monómero es de aproximadamente 20–30 kDa (Bloemendal y col.,

2004). Estas cristalinas se encuentran mayoritariamente como dímeros estables en soluciones diluidas

(Xi y col., 2017), pero pueden formar oligómeros entre ellas (Xu y col., 2012). En comparación con las

cristalinas γ, todas las cristalinas β tienen una extensión N-terminal adicional con una longitud de 12 a

57 residuos de aminoácidos (Bloemendal y col., 2004).
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Figura 2: Alineamiento de secuencia de las cristalinas β/γ. Se usaron las siguientes secuencias: βB1-crystallin (P53674),
βB2-crystallin  (P43320),  βB3-crystallin  (P26998),  βA3/A1-crystallin  (P05813),  βA2-crystallin  (P53672),  βA4-crystallin
(P53673),  γC-crystallin  (P07315),  γD-crystallin  (P07320),  γS-crystallin  (P22914).  En  colores  se  representan  los
aminoácidos que están conservados en las cristalinas β/γ.
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1.2.1. Cristalina βB2 humana

La cristalina HβB2)βB2 es la proteína más abundante del lente humano, constituye del 14–20 % del total de

proteínas del lente y es la principal β cristalina encontrada en los agregados de lentes con cataratas,

con aproximadamente el 40 % (Robinson y col., 2006). Los 204 residuos que componen esta proteína

se pliegan, como ya se mencionó, en dos dominios: un extremo amino y uno carboxilo con estructura

hoja β plegada en cuatro motivos tipo llave griega muy similares  (figura 3-A).  La HβB2)βB2 contiene 5

triptófanos en su estructura en la posición 59, 81, 84, 151, y 194  (figura 3-B)  (Bloemendal y col.,

2004), los cuales son una herramienta importante para los estudios por espectroscopia de fluorescencia.

La  HβB2)βB2 se encuentra como homodímero en solución, con un peso molecular de 22.3 kDa y  cada

protómero de la  HβB2)βB2 incluye 16 hojas β, ocho en el dominio N-terminal y ocho en el dominio C-

terminal (Fu y Liang., 2002). 

Figura 3: A: Estructura tridimensional del monómero con el N-terminal y el C-terminal de la HβB2)βB2 (1BD7). B: Estructura
tridimensional del monómero de la HβB2)βB2 (1YTQ).  En magenta se representan los 5 residuos de triptófanos.

La disposición de los dominios del dímero de la HβB2)βB2 se ha estudiado por cristalografía de rayos X,

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Dispersión de rayos X de ángulo reducido (SAXS), donde se

mostró que los dos dominios pueden utilizar diferentes arquitecturas de organización: intercambio de
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dominios o cara a cara.  Las estructuras obtenidas por cristalografía de rayos X de la HβB2)βB2 indican que

se encuentra formando un dímero que se forma a través de interacciones intermoleculares entre el

dominio N-terminal de un monómero y el C-terminal del otro ˝domain-swapping˝ (figura 4-A) (Ajaz y

col, 1997, Slingsby y Wistow, 2014). Estudios más recientes en solución  de RMN combinados con

SAXS revelaron  que  la  HβB2)βB2 forma un dímero  “cara  a  cara” (figura  4-B)  (Xi  y  col.,  2017).  La

medición de la  estabilidad del  dímero de la  HβB2)βB2 usando métodos computacionales reveló que la

configuración óptima de la proteína era “cara a cara” y no la configuración de “domain swapping”

(Velasco-Bolom y Domínguez., 2020).

En la HβB2)βB2 los dos dominios muestran una similitud en secuencia y estructura; sin embargo, difieren

ampliamente  en  su  estabilidad.  Wieligmann  y  colaboradores  realizaron  el  desplegamiento  de  la

cristalina  βB2 de rata, empleando diferentes concentraciones de  urea y mostraron que el dominio C-

terminal monomérico aislado es más estable que la estructura completa de la cristalina βB2. Con esto

propusieron un modelo de tres estados para el desplegamiento de la  cristalina βB2: N2  ↔2I  ↔2U,

donde  (N)  es  la  proteína  nativa,  (U)  la  proteína  desplegada  e  (I)  un  intermediario  (monómero)

dependiente  de  la  concentración  (Wieligmann  y  col.,  1999).  Más  adelante  Evans  y  colaboradores

realizaron el desplegamiento por temperatura (con una rampa de 20 - 80°C) y confirmaron que, en este

modelo,  los  dos  intermediarios  (2I)  monoméricos  tenían el  N-terminal  desplegado y el  C-terminal

plegado, y en el tercer estado (2U) los dos dominios estaban completamente desplegados (figura 5)

(Evans y col., 2008).
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Figura 4: A: Estructura tridimensional del dímero de la HβB2)βB2 en forma de "domain-swapping" PDB (1blb). B: Estructura
tridimensional del dímero de la HβB2)βB2 en forma de "cara a cara" PDB (1bd7). 

Figura 5: Se representa el esquema de la separación del dímero y del desplegamiento térmico de la βB2 por temperatura.
D= dímero, I= Intermediario parcialmente desplegado, U= monómero desplegado.  Se muestra el  modelo de tres estados:
Los dos intermediarios (2I) monoméricos con el N-terminal desplegado y el C-terminal plegado y en el tercer estado (2U)
los dos dominios estaban completamente desplegados. Tomado y modificado de Evans y col., 2008.

1.3. Agregación de las cristalinas.

A medida que los lentes envejecen, las cristalinas acumulan distintos daños debido a factores externos

como pueden ser la radiación UV y el estrés oxidativo (Rivillas-Acevedo y col, 2015). Los metales

también son un factor que puede desencadenar la agregación de las cristalinas y en consecuencia la
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aparición de cataratas (Quintanar y col, 2015). Esta agregación de proteínas puede darse por asociación

física  entre  moléculas  sin  que  existan  cambios  en  la  estructura  primaria  o  por  formación  de

interacciones  covalentes. Se  ha  planteado  que  la  presencia  de  zonas  hidrofóbicas  cercanas  en  los

intermediarios son las responsables del inicio en el proceso de agregación (Wang, 2005).

Por análisis proteómico se han identificado varias modificaciones covalentes que están asociadas con el

daño del lente, incluidas la desamidación, la oxidación y el truncamiento (HβB2)ains y Truscott.,  2007;

HβB2)ains y Truscott., 2008; Lampi y col., 2006; Ma, y col.,1998; Zhang y col., 2003). La desamidación es

uno de los daños más prevalentes en las cristalinas (Wilmarth y col., 2006); con la pérdida del amino de

la cadena lateral de la glutamina, se obtiene glutamato con lo que se introduce una carga negativa en la

proteína. La asparagina también es susceptible a la desamidación, y en conjunto con la glutamina se ha

encontrado desaminada en los agregados de proteínas que están en los lentes con cataratas (HβB2)ains y

Truscott., 2010). Varios investigadores han encontrado que la desamidación redujo la estabilidad de las

cristalinas βB1, βA3, y βB2 y aumentó la agregación en comparación con las proteínas nativas (Kim y

col., 2002; Lampi y col., 2006; Takata y col., 2008). Takata y colaboradores aislaron la HβB2)βB2 de lentes

envejecidos con cataratas y encontraron la isomerización de los residuos de Asp4, Asp83, Asp92 y

Asp192 (Takata y col., 2018). Esto puede indicar que la isomerización de estos residuos de Asp afecta

la  estructura,  función y contribuye a la  agregación de estas  proteínas,  y  finalmente conducir  a  las

cataratas (Fujii y col., 2012). En la figura 6 se representa la estructura de la cristalina βB2 y en ella se

muestran la Gln70 y la Gln162, las cuales participan en las interacciones para formar el homodímero

(PBD: 1YTQ), (Lampi y col., 2014).  

La acumulación permanente de modificaciones y/o daños covalentes desestabilizan y pueden promover

el  desplegamiento  parcial  de  las  proteínas,  lo  que  lleva  a  intermediarios  que  exponen  residuos

hidrofóbicos previamente escondidos en el “core” de la proteína; esto puede contribuir a la agregación

de las mismas y finalmente conducir a las cataratas (Moreau y King., 2012).
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Figura 6: Estructura tridimensional del dímero de la βB2. Se muestran la Gln70 y la Gln162, las cuales participan en las
interacciones para formar el homodímero (PBD: 1YTQ), tomada de Lampi y col., 2014.  

1.4. Las cataratas

La transparencia y refractividad del lente humano depende de la solubilidad, estabilidad y organización

de las tres familias de las cristalinas. Cualquier alteración en la estructura de estas proteínas, inducida

por  factores  ambientales  o  internos  del  lente,  puede  provocar  el  desplegamiento  parcial  de  estas

proteínas,  causado  por  daños  covalentes  acumulados,  que  conlleva  a  la  formación  de  grandes

agregados.  Estos agregados forman las denominadas cataratas,  y como consecuencia se bloquea la

transmisión de la luz visible a la retina, resultando en cambios en el índice de refracción, dispersión de

la luz y problemas de visión que ocasionarán eventualmente la ceguera. La caracterización de los lentes

extraídos  con  cataratas  revelan  la  presencia  de  múltiples  tipos  de  cristalinas  (tabla  1)  en  el  lente

(Moreau y King., 2012; Serebryany y King, 2014). 

Se han descrito  distintos  tipos  de cataratas,  y  estas  incluyen las  asociadas  a  la  edad o a  defectos

genéticos. Las catarata relacionada a la edad pueden deberse a la acumulación de diferentes daños en

las cristalinas durante toda la vida y normalmente ocurren en personas mayores de 50 años. Entre estos

daños se pueden destacar, la oxidación, la desamidación, la glicosilación, racemización y truncamiento 
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Proteína Peso molecular
(Da)

Residuos Gen Distribución en el
lente

Referencia

αA 19909 173 CRYAA En todo el lente HβB2)orwitz 2003

αB 20159 175 CRYAB Células fibrilares HβB2)orwitz 2003

βA1 23191 198 CRYBA1 En todo el lente Ma y col. 2016

βA2 21964 196 CRYBA2 En todo el lente Lampi et al. 1997

βA3 25150 215 CRYBA1 En todo el lente Dolinska y col. 2009

βA4 22243 195 CRYBA4 En todo el lente Zhou y col. 2010

βB1 27892 251 CRYBB1 En todo el lente Van Montfort y col. 2003

βB2 23249 204 CRYBB2 En todo el lente Xi y col. 2017

βB3 24230 211 CRYBB3 En todo el lente Diemer y col. 2009

γC 20747 173 CRYGC Células fibrilares Wang  y col. 2010

γD 20607 173 CRYGD Células fibrilares Wang  y col. 2010

γS 20875 177 CRYGS Células fibrilares Sun y col. 2005

Tabla  1:  Resumen  de  algunas  características  de  las  diferentes  cristalinas.  Modificado  de  Moreau  y  col.,  2012.  la
información  d  la  localización  de  las  cristalinas  en  el  lente  se  tomó  del  "The  human  protein  atlas":
https://www.proteinatlas.org/humanproteome/tissue/eye. 

(Moreau y, King, 2012). Por su parte, las cataratas congénitas o de inicio temprano se han asociado a

mutaciones en los genes de las cristalinas; principalmente están presentes en los genes de las cristalinas

β y γ (HβB2)ejtmancik., 2008, Graw., 2009). Por ejemplo, las mutaciones I21N en la HβB2)βB2 (Wang y col.,

2011)  y  G129C  en  la  γC  encontradas  en  pacientes  con  catarata  congénita  (Xi  y  col.,  2015)

desestabilizan la estructura de estas cristalinas y promueven la agregación (Zhang y col., 2019). 

Asimismo,  se  han identificado  varios  sitios  de  oxidación  en  las  cristalinas  aisladas  de  lentes  con

cataratas, específicamente en los residuos de metionina,  cisteína y triptófano. HβB2)asta el  50% de los

residuos de metionina se oxidan en las proteínas de lentes con cataratas en etapa avanzada. Esto sugiere

que la  oxidación de la  metionina puede promover  la  agregación y así,  con el  tiempo provocar  la

formación de cataratas. En parte, este daño covalente desestabiliza el estado nativo de las proteínas del

lente, lo que lleva a la agregación (Truscott., 2005). También en las cristalinas β y γ se encontraron

residuos de triptófano y de cisteína oxidados en lentes con cataratas (HβB2)ains y Truscott., 2007. HβB2)ains y

Truscott., 2008). En el caso de las cristalinas γ, los cuatro triptófanos conservados están en el núcleo de
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la  proteína  y  estos  se  pueden  oxidar  a  kinurenina  (figura  7-A),  la  cual  podría  desestabilizar

significativamente el estado nativo de la proteína (HβB2)ains y Truscott., 2007).

Se ha sugerido que, con el aumento de la edad, las α-cristalinas se van perdiendo de la fracción soluble

de las proteínas del lente (HβB2)eys y col., 2007). Sin las α-cristalinas activas, las demás proteínas dañadas

ya no pueden ser protegidas. Además, algunas modificaciones y mutaciones podrían alterar o reducir el

reconocimiento de las cristalinas β y γ, por las α-cristalinas (Moreau y King., 2012). Las α-cristalinas

también pueden sufrir daños estructurales durante la vida, por ejemplo, en las αA-cristalinas se han

identificado isómeros-D en los residuos de aspartato: Asp-58, Asp-76 y Asp-84 en lentes con cataratas

de personas ancianas. 

1.5. Factores de riesgo en las cataratas

1.5.1. Daño por estrés oxidativo y exposición a metales.

El oxígeno, al igual que otras especies reactivas de oxígeno, pueden reaccionar y causar daño oxidativo

a muchos blancos biológicos, incluidos al triptófano, tirosina, histidina y cisteína (Davies y Truscott.,

2001).  El peróxido de hidrógeno (HβB2)2O2) induce cambios estructurales en las cristalinas γC y γD y la

oxidación por HβB2)2O2 facilita la oligomerización de proteínas y la agregación térmica de estas cristalinas

(Zhao y Bin Yan., 2018). Esto sugiere que el daño oxidativo podría jugar un papel importante en el

inicio  y/o  la  progresión  de  las  cataratas.  Por  otro  lado,  altos  niveles  de  glutatión  protegen  de  la

oxidación  a  las  proteínas  del  lente,  y  se  cree  que  la  disminución  significativa  de  esta  molécula

reductora con la edad contribuye al desarrollo y la progresión de las cataratas (Truscott, 2005). 

Los iones metálicos son necesarios para la actividad biológica (González-Iglesias y col., 2017), sin

embargo,  se  ha  observado  que  las  concentraciones  de  Cu(II)  y  Zn(II)  en  el  lente  aumentan

significativamente  durante  la  enfermedad  de  cataratas.  Los  lentes  con  cataratas  tienen

aproximadamente dos veces más zinc y diez veces más cobre que los lentes normales (Srivastava, y

col., 1992). El lente sano contiene cobre, zinc y hierro en concentraciones que oscilan entre 0.4 y 30 µg

de metal/g de tejido de lente seco (Konz., y col., 2014, Eckhert., 1983. Srivastava y col., 1992). 
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Fernández-Silva y colaboradores evaluaron que tanto el Cu(II) como el Zn(II) favorecen la agregación

de la cristalina γD humana en función del tiempo. Además, se demostró que bajas concentraciones de

ambos iones metálicos provocan la agregación de la cristalina HβB2)gD (Fernández-Silva., 2015). 

Los niveles elevados de mercurio en la sangre han sido asociados con un mayor riesgo de cataratas

relacionadas con la edad. Estas observaciones sugieren un papel potencial de los metales pesados en las

cataratas (Lemire y col., 2010). Los iones de mercurio pueden inducir la agregación de las cristalinas

HβB2)γC y HβB2)γS por diferentes mecanismos, incluyendo: pérdida de la estabilidad y desplegamiento de las

proteínas, formación de puentes disulfuro y puentes a través del metal (Domínguez-Calva y col., 2018).

1.5.2.  Daño por radiación UV en proteínas.

La formación de cataratas es un proceso multifactorial y el daño por radiación UV es un factor de

riesgo relacionado con la edad (Liu, y col. 2017).  La radiación UV en los rangos UVA (λ= 320–400

nm) y  UVB (λ=  280–320 nm) puede causar daño directo a los tejidos vivos a través de reacciones

fotoquímicas en los aminoácidos, así como daño indirecto generando especies reactivas de oxígeno y

posteriormente daño oxidativo (Pattison y col., 2011). La energía emitida por la radiación UV-B que

llega a la superficie de la tierra, durante un verano se estima en alrededor de 270 J/cm2. Debido a que

se sabe que las cristalinas del lente bloquea aproximadamente el 30% de la radiación UV-B, la energía

absorbida por el lente durante un verano es de aproximadamente 80 J/cm² (Cai y col., 2013). El lente

está protegido de los rayos UV por debajo de 295 nm por la córnea. Debido a la exposición constante

del lente a la radiación UV y la falta de recambio de proteínas, el daño foto-oxidativo de las proteínas

del lente se puede acumular durante toda la vida (Davies y Truscott., 2001). 

Investigaciones  previas  han  mostrado  que  la  cristalina  γD forma agregados  cuando  es  expuesta  a

radiación UV "in vitro" (Schafheimer y King., 2013). Por otro lado, las mutaciones W151C y W59C en

la  HβB2)βB2 que han sido identificadas en pacientes con cataratas congénitas dominantes, estos cambios

afectan significativamente la estabilidad e inducen la agregación de la HβB2)βB2 al ser expuesta a radiación

UV (Zhao y col., 2017). 

Las β y γ cristalinas en su estructura tienen varios residuos aromáticos conservados. Los residuos de los

triptófanos  pueden  llevar  a  cabo  la  absorción  de  la  radiación  UV y  la  formación  de  un  sitio  de

apagamiento de fluorescencia (Kosinski-Collins y col., 2004, Chen y col., 2006, Xu y col., 2009). Se ha
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observado la isomerización de los residuos de Asp en las cristalinas aisladas de lentes envejecidos. La

formación de estos isómeros es debido a la  UVB; sin embargo, el Asp no es un residuo fotosensible

porque no hay un grupo aromático en su estructura química.  En base a esto,  Cai  y colaboradores

sintetizaron péptidos y colocaron residuos de triptófano y tirosina cercanos al Asp. Se encontró un

incremento significativo de isómeros de Asp en los péptidos que tenían triptófanos cercanos y este

proceso se incrementó cuando el triptófano estaba al lado de un residuo Asp en el lado C-terminal del

péptido  (Cai  y  col.,  2013).  En  otra  investigación  se  observó  la  isomerización  del  Asp-151  en  la

cristalina αA cuando se expuso a la radiación  UVB y causó la opacidad de los lentes de ratas de 6

semanas (Fujii y col., 1997).

La  radiación  UVC induce  la  fotodegradación de  los  residuos  de  triptófano en  la  α-cristalina  B y

provoca  pérdida  de  la  estructura  terciaria  y  de  la  actividad  chaperona  (Fujii  y  col.,  2004).

Adicionalmente se han observado cambios en la intensidad de fluorescencia (I.F.) del triptófano y de la

N-formil-kinurenina (NFK). Se observó la disminución de la I.F. del triptófano y simultáneamente el

incremento de la I.F. de la NFK a medida que aumentaba la dosis de radiación (Fujii y col., 2004). 

La estimulación con radiación UV aumentan la concentración de la arginopirimidina (ArgP) derivado

de la arginina y algunos de los productos de la oxidación del triptófano, como son el hidroxi-triptófano

(OHβB2)-Trp) y la NFK, productos que han sido aislado de lentes humanos con cataratas (Gakamsky y col.,

2017). En esta misma investigación se aislaron varias cristalinas de lentes con cataratas, entre ellas la

HβB2)βB2. Por la técnica de espectrometría de masas se encontraron modificaciones en los aminoácidos de

la HβB2)βB2 (W59→OHβB2)-Kyn, W85→OHβB2)-Trp, W151→OHβB2)-Trp, R189→ArgP, R191→ArgP) (figura 7-B),

estando en mayor porcentaje el OHβB2)-Trp. Estas modificaciones también se encontraron en la HβB2)βB2 de

lentes porcinos irradiados con UV.

Otro producto de la oxidación del triptófano, es el N-acetil triptófanoamida (NATA) y se ha estudiado

por espectroscopía de fluorescencia para identificar  estados de proteínas  parcialmente desplegadas,

asociados con cambios sutiles en la estructura terciaria. El NATA es excitado a una longitud de onda de

317 nm y tiene un pico de emisión entre 303-450 nm, siendo el máximo a 340 ± 1.0 nm y 358.5 ± 1.0

nm (Nayar  y  col.,  2002).  Así  mismo  Kumar  y  colaboradores  observaron  que  el  NATA mostraba

diferentes máximos de emisión, 340, 348 y 367  nm dependiendo del ambiente químico de la proteína

(Kumar y col., 2005).
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Las reacciones químicas en la formación de los derivados del triptófano también pueden promover el

daño oxidativo, la agregación de las cristalinas y acelerar la formación de las cataratas. (Bova y col.,

2001). 
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Figura 7: A:  Esquema de la ruta de formación de los derivados del  triptófano por la vía de la quinurenina. Al
principio y al final de la ruta se ilustran los dibujos en el lente sano y el desarrollo de cataratas como resultado de la
formación de los productos derivados del triptófano. Modificado de Rocha y col., 2021. B: Conversión de Arginina
a Argipirimidina (Gakamsky y col., 2017).
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2. JUSTIFICACIÓN

 La transparencia del lente es fundamental para la visión y las proteínas que lo constituyen están

expuestas a varios factores de riesgo incluida la radiación UVB y los iones metálicos durante

toda la vida.  Estos factores pueden causar daños que dan como resultado la agregación de las

proteínas y, finalmente, la formación de cataratas. La HβB2)βB2 es la cristalina más abundante del

lente  y  no  existen  estudios  completos  que  expliquen  el  mecanismo de  desplegamiento  y/o

agregación por efecto de la radiación UVB y por los metales Cu(II) y Zn(II). La comprensión

de los cambios estructurales por el efecto de la radiación UVB, el Cu(II) y el Zn(II) es de gran

interés para comprender mejor el proceso de formación de cataratas.  
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3.0. HIPÓTESIS

El mecanismo de agregación de la HβB2)βB2 debido al daño por radiación UVB y metales, es el

desplegamiento total de la HβB2)βB2.

4.0. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de la radiación UVB, el Zn(II) y el Cu(II) en la HβB2)βB2.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Expresar y purificar la cristalina HβB2)βB2.

2) Evaluar la formación de los agregados de la cristalina HβB2)βB2 inducidas por radiación UVB y

metales en función del tiempo por turbidimetría.

3) Realizar cinéticas de agregación de la cristalina HβB2)βB2 después de ser expuesta a la radiación

UVB y metales por dispersión dinámica de luz.

4) Evaluar el efecto de la radiación UVB y metales en el desplegamiento de la cristalina HβB2)βB2

por espectroscopia de fluorescencia.

5) Evaluar el efecto de la radiación UVB y metales en la fluorescencia extrínsica de ANS en la

cristalina HβB2)βB2.
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5.  METODOLOGÍA

5.1. Expresión de HβB2 en E.coli. 

Se utilizó el plásmido pE-SUMO CRYBB2 que contiene la secuencia de la proteína unida a la proteína

SUMO más una cola de histidinas en el extremo amino terminal (SUMO-HβB2)istidina), la cual facilita la

purificación por una cromatografía de afinidad a quelatos metálicos. El plásmido se transformó en la

cepa  de  E.  coli BL21(RIL)  por  choque  térmico.  La  célula  es  resistente  a  dos  antibióticos  el

cloranfenicol y la ampicilina. El uso de estos dos antibióticos garantiza que las células que crezcan en

el  cultivo  sean  las  deseadas.  A partir  de  una  colonia  transformada  se  realizaron  gliceroles  y  se

almacenaron a -80 °C. 

En 1 litro de medio LB “superbroth” se adicionó 1 ml de los gliceroles y se dejó crecer a 37 °C por 6 h

con una agitación constante de 250 r.p.m. hasta una D.O. 600 nm = 2. Posteriormente se procedió a la

inducción de la expresión de la proteína con 0.5 mM de IPTG (Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido)

por 12 h a 20 °C con una agitación constante de 250 r.p.m. El cultivo fue centrifugado a 4,000 r.p.m.

por  30 min.  El  “pellet“  se resuspendió  en 15 ml del  tampón A (50 mM de Tris-HβB2)Cl,  10 mM de

imidazol pHβB2) 8.0). Para la lisis celular, se incubó con lisozima 30 min a 25 °C y luego se sonicó en

hielo, 10 ciclos de 1 min con descansos de 1 min entre ciclos. El lisado fue centrifugado a 13000 r.p.m.

por 45 min y el sobrenadante fue filtrado con membranas de 0.22 μm.m.

5.2. Purificación de HβB2.

El protocolo de purificación utilizado consta de dos cromatografías de afinidad a quelatos metálicos

seguida de una cromatografía de intercambio aniónico. 

5.2.1. Cromatografía de afinidad a quelatos metálicos.

Se utilizó una columna de afinidad, HβB2)isTrap™ Excel de 5 ml y se equilibró con 15 ml del tampón A. El

sobrenadante obtenido fue aplicado en la columna y se realizó un lavado con 15 mL del tampón A para

eliminar las proteínas que no interactuaron con la matriz. Para la elución de la proteína unida al níquel

se empleó un gradiente lineal de imidazol de 0-100 % empleando el tampón A y el tampón B (50 mM

de Tris-HβB2)Cl, 500 mM de imidazol pHβB2) 8.0) a un flujo de 1 ml/min. Las fracciones que contenían la

proteína fueron reunidas para continuar con la purificación.
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5.2.2. Corte de la secuencia SUMO.

La solución de la proteína fue dializada con el tampón C (50 Mm de Tris-HβB2)Cl, 100 mM de NaCl, pHβB2)

8.0) durante 2 hrs; se realizaron 4 cambios, cada 30 min con una membrana Spectrum (membrana de

diálisis  Spectra/Por™ 3 RC MWCO de 3500 daltons).  Teniendo en cuenta la  concentración  de la

proteína se utilizaron 100 unidades de la proteasa SUMO como indica el protocolo de la casa comercial

(SIGMA: SAE0067). Después de haber adicionado la proteasa a la solución de la proteína, se incubó

por 12 hrs a 25 °C, 80 r.p.m. Posteriormente para comprobar si ocurrió el corte,  se realizó un gel de

electroforesis SDS-PAGE al 14 %. 

5.2.3. Cromatografía de afinidad para separar la proteína SUMO y la proteasa de la cristalina

HβB2.

En este paso de purificación se esperaba que la HβB2)βB2 estuviera en las fracciones que no se unieron a la

matriz, mientras que la secuencia SUMO interactuara con la matriz de la columna debido a la cola de

histidina.

Se utilizó la misma columna HβB2)isTrap™ y se equilibró con 15 mL del tampón D (50 mM de Tris-HβB2)Cl,

pHβB2) 8.0). La solución de la proteína fue aplicada en la columna, se colectó en el "flow through" y se

realizó  un lavado con 15 mL del  tampón D.  Para  la  elución  de  la  proteína  SUMO se emplearon

concentraciones crecientes de imidazol por pasos (Tris HβB2)Cl 50 mM más 10, 100 y 200 mM) a un flujo

de 1 ml/min. Las fracciones que contenían la proteína fueron reunidas y concentradas con un Amicon

para continuar con la purificación. 

5.2.4. Cromatografía de intercambio aniónico.

La solución de la proteína obtenida en el anterior paso fue aplicada en una columna HβB2)i-Load 6/60 con

matriz Q-sepharose, la cual fue equilibrada con 60 mL del tampón C previamente. Se realizó un lavado

con un volumen de columna empleando el tampón C. Para la elución de las proteínas no fijadas a la

matriz se empleó un gradiente de fuerza iónica de 0-100 % utilizando el tampón C y el tampón E (Tris-

HβB2)CL 50 mM, NaCl 500 mM pHβB2) 8.0). Las fracciones que contenían la proteína fueron concentradas con

un Amicon para el uso de los experimentos.
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5.3. Determinación de la concentración de la proteína.

La  concentración  de  proteína  en  la  solución  de  HβB2)βB2  se  determinó  mediante  la  medición  de  la

absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en un espectrofotómetro Agilent. Para esto, se empleó

su coeficiente de extinción molar teórico de 43035 cm-1 M-1  y se utilizó una cubeta de cuarzo con un

paso óptico de 1 cm de longitud. 

Para todos los ensayos de radiación se empleó 50 µM de HβB2)βB2 disuelta en el tampón C. Para los

ensayos con los metales se empleó la solución tampón HβB2)epes 10 mM, NaCl 100 mM pHβB2) 8 (tampón F).

5.4. Determinación de la solubilidad.

La solubilidad de la proteína se determinó para la HβB2)βB2 irradiada y no irradiada al  finalizar cada

experimento. También se determinó para HβB2)βB2 en ausencia y presencia de 1.5 equivalentes (equi.) de

CuSO4 o ZnSO4 y en presencia de 30 equi. del ácido etilen diamino tetraacético (EDTA). Las muestras

se centrifugaron a 15000 rpm a 20 ºC. La solubilidad se determinó mediante la concentración máxima

de proteína (mg / ml) en las fracciones solubles. Los datos presentados se mostraron como promedio ±

desviación estándar calculado a partir de tres repeticiones independientes.

5.5. Electroforesis SDS-PAGE.

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida al 14 % con dodecilsulfato de sodio (SDS-

PAGE), según el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Durante toda la corrida se utilizó un

voltaje de 160 mV en una cámara Mini-Protean Tetrasystem (Bio-Rad). Las muestras se mezclaron con

tampón de ruptura  3x (Tris  1  M pHβB2) 8,  SDS,  betamercaptoetanol,  glicerol,  bromofenol  azul)  y  se

calentaron durante 5 min. en un bloque térmico a 100 °C. Para la tinción de los geles se utilizó una

solución de fijación (10 % isopropanol, 10 % ácido acético y 0.003 % de azul de Coomassie R-250) por

30 min. y posteriormente una solución de tinción (10 % ácido acético y 0.003 % de azul de Coomassie

R-250) por 1 h. Para la decoloración se empleó una solución de ácido acético al 10 %. Se utilizó un

patrón  de  peso  molecular  comercial  “Spectra  multicolor  broad  range  protein  ladder”  (Thermo

Scientific, EUA).
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5.6. Ensayos de la HβB2 irradiada con UVB.

Se ha descrito que el empleo de altas dosis de radiación produce daño en las cristalinas (Schafheimer y

King., 2013); sin embargo, es necesario optimizar la radiación en bajas dosis, de tal forma que se logre

desestabilizar a la cristalina HβB2)βB2 lo suficiente para seguir el efecto de este daño en la agregación de la

proteína en el tiempo. La HβB2)βB2 fue irradiada (UVB en una lampara UVP: 8 watt, 302 nm) a diferentes

tiempos 30, 60, 90, 120 y 180 min. Seguidamente se evaluó la formación de agregados midiendo la

densidad  óptica  (D.O:  405  nm)  y  se  midió  el  radio  hidródinamico  (Rh)  de  estos  agregados  por

dispersión dinámica de luz (DLS). Finalmente, para investigar si esos agregados están constituidos por

proteína plegada o desplegada, se tomaron espectros de fluorescencia teniendo en cuenta que la HβB2)βB2

presenta cinco triptófanos en su estructura. 

5.7. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por turbidez.

Las  cinéticas  de  agregación  se  realizaron  siguiendo el  aumento  de  la  turbidez  a  405  nm  en  un

espectrofotómetro Agilent. La HβB2)βB2 fue irradiada con UVB durante 2 hrs previamente. Se colectaron

los valores de absorción a cada 15 segundos durante 12 horas a una temperatura de 37 °C. Además, se

realizaron cinéticas de la proteína nativa y en presencia de 1.5 equi. de CuSO4 o ZnSO4. 

Se colocaron 2 ml de HβB2)βB2 a 50 µM en una cubeta y se trataron con 1.5 equi. del Cu(II) y Zn(II)

después de un período inicial de ~ 5 minutos.

Para evaluar si el efecto de los iones metálicos sobre la agregación de HβB2)βB2 es reversible, se adicionó

EDTA a la solución para quelar los cationes disponibles. Los experimentos con EDTA se realizaron

simultáneamente, justo cuando incrementaba la D.O. Se emplearon 10, 20 y 30 equi. de EDTA con

respecto a la concentración de los metales. Adicionalmente, también se adicionó el EDTA al finalizar

cada cinética. 

En las mediciones de Zn(II), después de ~ 40 minutos, se adicionaron los equi. de EDTA a la solución

para  quelar  los  cationes  disponibles.  En  las  mediciones  de  Cu(II),  después  de  ~  95  minutos,  se

adicionaron los equi. de EDTA. Las mediciones se registraron cada 15 segundos durante 200 min. y los

experimentos se realizaron por triplicado. 
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5.8. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por Dispersión Dinámica de Luz (DLS).

El tamaño de los agregados de la proteína se medió en un Zetaziser nano SP (Malvern Instruments). Se

empleó un ángulo de 173° y se realizaron mediciones cada 1.8 min durante 12h a 37 °C. Para todos los

experimentos se realizaron 3 mediciones con 10 corridas cada una. Para el caso de las cinéticas la

HβB2)βB2 se irradió 2 hrs previamente. Todas las muestras fueron centrifugadas y filtradas con filtros de

0.2 μm.m antes de realizar las mediciones. Además, se realizaron cinéticas de la proteína nativa y en

presencia de 1.5 equi. de CuSO4 o ZnSO4. Con estos ensayos se caracterizó el cambio de tamaño de los

agregados durante el tiempo. Se obtuvieron estimaciones del Rh mediante la medición de funciones de

correlación y el ajuste a coeficientes de difusión. Los experimentos se realizaron por triplicado. 

La técnica de DLS es sensible a la presencia de partículas grandes y el tamaño obtenido va a depender

de las partículas detectadas por el láser en cada medición. En función de la presencia en la muestra de

moléculas  con  diferentes  radios  hidrodinámicos,  podemos  definir  curvas  de  correlación  típicas  de

muestras  monodispersas,  caracterizadas  por  la  presencia  de  una  única  pendiente  en  la  curva  de

correlación  y  curvas  de  correlación  de  muestras  polidispersas,  cuya  principal  característica  es  la

presencia de más de una pendiente en la curva. Además, el tiempo al cual comienza a disminuir la

correlación y la presencia de una o más pendientes, que nos brindan información relacionada con el

tamaño de las moléculas presentes en la muestra (Fernández-Silva., 2015).

5.9. Cinética de desplegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.

El efecto de la radiación en el  estado de plegamiento de la  HβB2)βB2 se siguió por espectroscopía de

fluorescencia. La HβB2)βB2 presenta 5 triptófanos en su monómero, los cuales están descritos que tienen un

máximo de fluorescencia a 332 nm en su estado nativo, mientras que este máximo se corre a 350 nm

cuando la proteína se encuentra en un estado desplegado (Fu y Liang, 2002). Esta característica permite

emplear la espectroscopía de fluorescencia para estudiar el desplegamiento de la HβB2)βB2. 

La HβB2)βB2 fue irradiada y posteriormente se estudió su estado de plegamiento en el tiempo midiendo la

I.F. durante 12 h a 37 °C. Además, se realizaron cinéticas de la proteína nativa y en presencia de 1.5

equi. de CuSO4 o ZnSO4.  Se utilizó 295 nm como longitud de onda de excitación y se tomaron los

espectros  de  emisión  de  la  proteína  entre  los  300 y  500 nm.  Los  experimentos  se  realizaron  por
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triplicado empleando un fluorómetro  Cary-Eclipser  (Agilent)  y  los  espectros  fueron tomados  cada

minuto durante 12 horas.

Paralelamente, se tomaron espectros de la I.F. de moléculas derivadas de la oxidación del triptófano,

OHβB2)-kinurenina (OHβB2)-K) y NATA en la HβB2)βB2 irradiada y no irradiada. 

Para la OHβB2)-Kin se utilizó 310 nm como longitud de onda de excitación, para la Kin se excitó a 350 nm

y para el NATA 317 nm y se colectaron los datos de la I.F. de emisión a 440 nm, para la Kin, 370 nm

para la OHβB2)-Kin  y para el NATA 380 nm.

5.10. Cinética de desplegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia del 
ANS.

También  se  midió  la  fluorescencia  extrínseca  de  la  proteína  usando  ANS  (1-anilinonaftaleno-8-

sulfonato) como indicador de la exposición de residuos hidrofóbicos a la superficie de la cristalina

HβB2)βB2 en  ausencia  y  presencia  de  1.5  equi.  de  CuSO4 o  ZnSO4.  Además  se  evaluó  en  la  HβB2)βB2

irradiada 2 hrs. Los espectros de fluorescencia se registraron en el espectrofotómetro Cary-Eclipser

(Agilent). 

Las muestras para los ensayos de fluorescencia del ANS se prepararon incubando las soluciones de

proteína con una concentración de 3.75 mM de ANS (~8 veces mayor a la concentración de la proteína)

durante 30 min en oscuridad  a 25 °C. La fluorescencia de ANS extrínseca se excitó a 380 nm y los

espectros  de  emisión  se  colectaron  en  rangos  de  longitud  de  onda  de  400  a  600  nm.  Todos  los

experimentos espectroscópicos se realizaron a 37 °C.

5.11. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.

La  estabilidad  térmica  de  la  HβB2)βB2 se  estudió  por  espectroscopía  de  fluorescencia.  El  rango  de

temperatura empleado fue de 37 a 90 °C con un incremento de 2°/min. Se utilizó una longitud de onda

de excitación de 295 nm y se colectaron los espectros de emisión a una longitud de onda de 332 y 350

nm.  Los  experimentos  fueron  realizados  por  triplicado  empleando  un  fluorómetro  Cary-Eclipser

(Agilent) y los datos se ajustaron a una sigmoide empleando la ecuación de Boltzmann.
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5.12. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia del 
ANS.

El rango de temperatura empleado fue de 37 a 90 °C con un incremento de 2°/min. Se utilizó una

longitud de onda de excitación de 380 nm y se colectaron los espectros de emisión a una longitud de

onda a 480 nm. Los experimentos fueron realizados por triplicado empleando un fluorómetro Cary-

Eclipser (Agilent). En todos los experimentos la proteína fue incubada previamente con 3.75 mM de

ANS durante 30 min a 25 °C en oscuridad. 

5.13. Desplegamiento químico de la HβB2 en presencia de Urea.

El desplegamiento de la proteína inducida por urea se preparó la solución tampón F con urea de 0, 1.5,

2.5, 3.5 y 4.5 M. Se determinó el desplegamiento y se realizaron las mediciones de la fluorescencia

intrínseca del triptófano y extrínseca usando ANS para evaluar los cambios estructurales.
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6. RESULTADOS: PARTE I

"Expresión y purificación de la Cristalina HβB2"

6.1. Expresión de HβB2 en E.coli. 

La figura 8 muestra la electroforesis SDS-PAGE al 14 % de la sobreexpresión de la  HβB2)βB2. En los

carriles se observan diferentes muestras de antes y después de la expresión de la proteína con 0.5 mM

de IPTG. Se visualiza  una banda entre 34 y 43 kDa que indica la expresión de la  HβB2)βB2 unida a la

secuencia SUMO (la proteína SUMO = 17 kDa y la HβB2)βB2 = 23.2 kDa), el cual tiene un peso molecular

aproximado de  36  kDa.   Estos  resultados  demuestran  que  el  protocolo  seguido para  la  inducción

funciona  correctamente  y  con  esta  concentración  de  IPTG se  logra  sobreexpesar  en  el  cultivo  la

proteína  de  interés.  El  empleo  del  medio  “superbroth” permitió  aumentar  las  concentraciones  de

proteína a partir de un litro de cultivo obteniendo entre 25 y 35 mg por litro de cultivo.

  

Figura 8:  Gel de electroforesis SDS-PAGE al 14 % de la expresión de la  HβB2)βB2. Línea 1: Marcador de peso molecular.
Línea 2: Precipitado antes de inducir con IPTG. Línea 3: Sobrenadante antes de inducir. Línea 4: Precipitado después de
inducir. Línea 5: Sobrenadante después de inducir. Línea 6: Precipitado sonicado. Línea 7: Sobrenadante sonicado.
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6.2. Purificación de HβB2.

6.2.1. Cromatografía de afinidad a quelatos metálicos

El sobrenadante obtenido luego de la ruptura de las células y la centrifugación (25 mL) fue aplicado a

la  columna de  la  cromatografía  de  afinidad a  níquel.  En  la  figura  9  se  muestra  el  cromatograma

correspondiente  al  primer  paso  de  purificación.  La  muestra  fue  inyectada  una  vez  equilibrada  la

columna con 15 mL del tampón A (50 mM de Tris-HβB2)Cl, 10 mM de imidazol pHβB2) 8.0). Para la elución de

las proteínas unidas al níquel se empleó un gradiente lineal de imidazol de 0-100 % empleando el

tampón A y el tampón B (50 mM de Tris-HβB2)Cl, 500 mM de imidazol pHβB2) 8.0) a un flujo de 1 ml/min. 

En el cromatograma (figura 9) se puede observar la presencia de un pico mayoritario, el cual eluyó

aproximadamente al 40 % de imidazol. 

Figura  9: Purificación  de  la  HβB2)βB2  por  cromatografía  de  afinidad  a  quelatos  metálicos  en  una  columna  HβB2)isTrap™
Sepharose®-Niquel. La matriz se equilibró previamente con tampón Tris-HβB2)Cl 50 mM, 10 mM de imidazol pHβB2) 8 a un flujo
de 1 ml/min. Posteriormente se aplicó la solución de la proteína y se lavó con la misma solución tampón. Se realizó un
gradiente lineal de 0 a 100 % con Tris-HβB2)Cl 50 mM, 500 mM de imidazol pHβB2) 8 para la elución de las proteínas fijadas a la
matriz. 

La presencia de la proteína se verificó por electroforesis SDS-PAGE (figura 10). En la imagen del gel

se  puede observar  la  presencia  de  una banda mayoritaria  con el  peso  esperado de 36 kDa  en  las

fracciones 16, 17, 18, 19, 20, 22 y 24 (figura 10-B). Asimismo, se observan otros contaminantes de

menor peso molecular en la muestra. 
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6.2.2. Corte de la secuencia SUMO

En  la  figura  11  se  puede  observar  la  presencia  de  una  banda  entre  34  y  43  kDa  (carril  2)

correspondiente a la proteína antes de cortar con la proteasa mientras que en el carril 3 se observa una

banda grande entre 17 y 26 kDa, la cual corresponde a la proteína sin la secuencia SUMO. En el mismo

carril 3 se observa una banda de menor peso molecular que corresponde a la proteína SUMO, esta

proteína tiene un peso molecular de 17 kDa y la HβB2)βB2 tiene un peso molecular de 23.2 kDa.
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Figura 10: Gel de electroforesis SDS-PAGE al 14 % de la cromatografía de afinidad a quelatos metálicos de la HβB2)βB2. A:
Línea 1:  Marcador de peso. Línea 2:  Sobrenadante inyectado.  Línea 3:  "flow through".  Línea 4:  Fracción 1.  Línea 5:
Fracción 2. Línea 6: Fracción 3. Línea 7: Fracción 4. Línea 8: Fracción 5. Línea 9: Fracción 14. Línea 10: Fracción 15. B:
Línea 1: Marcador de peso. Línea 2: Fracción 16. Línea 3: Fracción 17. Línea 4: Fracción 18. Línea 5: Fracción 19. Línea 6:
Fracción 20. Línea 7: Fracción 22. Línea 8: Fracción 24. Línea 9: Fracción 26.

  

Figura 11: Gel de electroforesis SDS-PAGE al 14 %: corte de la secuencia SUMO. Línea 1: Marcador de peso molecular.
Línea 2: HβB2)βB2 con la secuencia SUMO sin cortar, Línea 3: Después de cortar con la proteasa-SUMO. 

6.2.3. Cromatografía de afinidad para separar la proteína SUMO y la proteasa.

En la  figura  12  se muestra  el  cromatograma correspondiente  al  segundo paso  de  purificación.  La

muestra fue inyectada una vez equilibrada la columna con 15 mL del tampón D. En este paso de

purificación la HβB2)βB2 no interactuó con el níquel de la matriz. Se recolectó en el "flow through", en el

lavado y en la elución con 100 mM de imidazol mientras que la proteína SUMO eluyó con 200 mM de

imidazol. 
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Figura  12: Purificación  de  la  HβB2)βB2 por  cromatografía  de  afinidad  a  quelatos  metálicos  en  una  columna  HβB2)isTrap™
Sepharose®-Niquel. Después de cortar la secuencia SUMO, la matriz se equilibró previamente con tampón  Tris-HβB2)Cl 50
mM, 10 mM de imidazol, pHβB2) 8 a un flujo de 1 ml/min. Posteriormente se aplicó la solución de la proteína y se lavó con la
misma solución tampón. Se realizó una elución con 0 mM, 100 mM y 200 mM de imidazol a un flujo de 1 ml/min.

En la figura 13 se observa la figura del gel de electroforesis SDS-PAGE al 14 % de las fracciones

colectadas. En el carril 4 y 5 se observa una banda entre 17 y 26 kDa que corresponden a la HβB2)βB2

(aprox. 23 kD), y corresponden al "flow through" y a la elución con 100 mM de imidazol mostrada en

el cromatograma de la figura 12. 

En el carril 7 y 8 se observa una banda cercana a 17 kDa que corresponde a la secuencia SUMO que

corresponden a las fracciones 11 y 12 (figura 12).  Estos resultados indican que la HβB2)βB2 se separó de la

secuencia SUMO. 
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Figura 13:  Gel de electroforesis SDS-PAGE al 14 % de la  cromatografía de afinidad a quelatos metálicos de la  HβB2)βB2
después de cortar la secuencia SUMO: Línea 1: Marcador de peso molecular. Línea 2: Solución de proteína inyectada. Línea
3: "flow through" -1. Línea 4: "flow through" -2. Línea 5: Fracción 8 eluída con 100 mM de imidazol. Línea 6: Fracción 9
eluída con 100 mM de imidazol. Línea 7: Fracción 11 eluída con 200 mM de imidazol. Línea 8:  Fracción 12 eluída con 200
mM de imidazol.

6.2.4. Cromatografía de intercambio aniónico.

En la figura 14 se muestra el cromatograma correspondiente al último paso de purificación. En las

fracciones colectadas, se observa claramente un pico mayoritario en los primeros 10 minutos de la

corrida con máximo de absorbancia. Entre las fracciones 27 y 30 se observa un pico pequeño, el cual

corresponde a otras proteínas. 

Figura 14:  Purificación de la  HβB2)βB2 por cromatografía  de  intercambio aniónico  en matriz  Q-Sepharose.  La  matriz  se
equilibró previamente con tampón Tris-HβB2)Cl 50 mM, NaCl 100 mM, pHβB2) 80, posteriormente de inyectó la muestra. Para la
elución de las proteínas fijadas al intercambiador, se empleo un gradiente de 0-100 % de tampón Tris-HβB2)Cl 50 mM, NaCl
100 mM, pHβB2) 8.0 y Tris-HβB2)Cl 10 mM, NaCl 500 mM, pHβB2) 8.0. Se empleó un flujo de 1 ml/min. 
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Para corroborar la presencia de la proteína en este pico se realizó una electroforesis SDS-PAGE al 14 %

(figura  15).  En  la  electroforesis  se  probaron  algunas  fracciones  que  corresponden  a  todo  el  pico

máximo y las fracciones 27, 28, 29 y 30 se unieron (F27-30). La banda de aproximadamente 23 kDa

correspondiente a la HβB2)βB2 se observó en las fracciones 6, 7, 8, 9, 10 y 12 y no se observan otros

contaminantes, mientras que en las fracciones 27-30 se observa una banda pequeña por encima de 34

kDa.

Figura 15: Gel de electroforesis SDS-PAGE al 14 %. Línea 1: Marcador de peso molecular. Línea 2: Fracción 6, Línea 3:
Fracción 7, Línea 4: Fracción 8, Línea 5: Fracción 9, Línea 6: Fracción 10, Línea 7: Fracción 12, Línea 8: Fracción 27-30,
Línea 9: Proteína inyectada.
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7. RESULTADOS: PARTE II

"Efecto de la radiación UVB en la agregación de la Cristalina HβB2"

La HβB2)βB2 fue irradiada a diferentes tiempos (30, 60, 90, 120 y 180 min) para buscar el tiempo mínimo

de radiación que provoca turbidez y/o cambios en el estado de plegamiento de la HβB2)βB2 en el tiempo. 

Como primera aproximación, se midió puntualmente la D.O a 405 nm de la proteína no irradiada e

irradiada en los diferentes tiempos inmediatamente después de irradiar y a las 12 horas. 

A continuación se evaluó la cinética de la formación de agregados por turbidez y por DLS. Además, se

empleó la espectroscopía de fluorescencia para evaluar los cambios en el ambiente químico de los

triptófanos  y  el  desplegamiento  de  la  estructura  de  la  HβB2)βB2  en  los  tiempos  de  irradiación

seleccionados.

7.1. Efecto de la radiación UVB en la formación de agregados de la HβB2 por turbidezβB2 por turbidezB2 por turbidez

En la figura 16 se muestra el efecto de la radiación UVB sobre la turbidez de la HβB2)βB2 durante 30, 60

90, 120 y 180 min de irradiación. Se presentan los datos de D.O. inmediatamente (Inm: mostrado en la

figura 16)  después de ser irradiada,  y  después de 12 horas  a  37 °C  . Estos resultados indican un

aumento en turbidez para todas las condiciones con el tiempo (12 hrs), incluyendo a la proteína no

irradiada.  La HβB2)βB2 no irradiada presentó una D.O.  de 0.09 después de 12 horas,  mientras que la

proteína irradiada 90 min y luego de ser incubada durante 12 horas presentó una D.O de 0.16 (inserto,

figura 16); el mayor efecto se observa con la proteína irradiada 2 hrs y 3 hrs. Estos resultados indican

que estos tiempos de radiación producen la formación de agregados que provocan que la solución se

vuelva opaca a la luz. 
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Figura 16: Ensayo de densidad óptica para evaluar la formación de agregados por efecto de la radiación UVB. Tiempos de
irradiación 30, 60, 90, 120, y 180 min. Se determinó la D.O a 405 nm inmediatamente después de ser irradiada (barras
azules) y 12 hrs después incubada a 37 °C (barra naranja).  La concentración de la  proteína fue 50 µM.

7.2. Efecto de la radiación UVB en la formación de agregados de la HβB2 por DLS.

También se evaluó la formación de agregados de la HβB2)βB2 irradiada durante 30, 60, 90, 120 y 180 min

por DLS y estos resultados son mostrados en la figura 17-A y 17-B. Se muestran los estados de la

proteína inmediatamente después de ser irradiada y 12 horas después incubada a 37 °C. 

Interesantemente, estos resultados indican que inmediatamente después de irradiar a la proteína no se

forman agregados en las exposiciones  de 30,  60 y 90 min.  Sin embargo,  después  de incubar  a  la

proteína durante 12 horas se pueden observar agregados grandes en todos los tiempos de radiación

incluyendo a la HβB2)βB2 no irradiada, siendo este efecto mayor a los 90 min de radiación e incubada 12

horas, (figura 17-A).

Por  otro  lado,  se  observa  que  la  proteína  irradiada  2  y  3  hrs  forma  algunos  agregados  grandes

inmediatamente después de ser irradiada con respecto al control. Después de 12 horas de incubación, la

proteína irradiada 2 y 3 hrs formó agregados de mucho mayor tamaño que el control, (figura 17-B). 
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Figura 17:  Ensayo de DLS para evaluar  la formación de agregados por efecto de la radiación UVB:  A: Tiempos de
irradiación 30, 60 y 90 min. Se midió inmediatamente después de ser irradiada. Se incubó durante 12 horas a 37 °C y se
volvieron a realizar las mediciones. B: Tiempos de irradiación 120 y 180 min. La concentración de la  proteína fue 50 μm.M.

7.3. Efecto de la radiación UVB en el estado de plegamiento de la HβB2 por espectroscopía de 
fluorescencia

En la figura 18 se muestran los espectros de fluorescencia después de irradiar a la HβB2)βB2 durante 30, 60,

90 minutos (figura 18-A), y 120 y 180 min (figura 18- B). En la figura 18-A se observa que el máximo

de emisión de la HβB2)βB2 no irradiada es de 332 nm y cuando la proteína se irradió 30, 60 y 90 min el

máximo de emisión no cambia, mientras que para la HβB2)βB2 irradiada durante 2 y 3 hrs el máximo de

emisión parece comenzar a desplazarse hacia la derecha (figura 18-B). Adicionalmente se observa que

en todos los tiempos ocurre una disminución de la I.F. y este efecto parece ser dependiente del tiempo

de radiación. Estos resultados indican que en todos los tiempos de radiación el máximo de emisión de

la  HβB2)βB2  se  mantiene  más  o  menos  constante,  sugiriendo  que  la  radiación  UVB  no  induce  el

desplegamiento inmediato de la proteína, pero provoca la disminución de la I.F. de la HβB2)βB2 en todos

los tiempos de radiación. 
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Figura 18: Espectroscopía de fluorescencia para evaluar el desplegamiento de la HβB2)βB2 por efecto de la radiación UVB.
Tiempos de irradiación: 30, 60 y 90 min  (A),  120 y 180 min  (B). Mediciones inmediatamente después de irradiar a la
proteína (50 µM). Se utilizó una longitud de onda de excitación de 295 nm y se recolectaron los espectros de emisión de
300 – 500 nm.

Con base en estos resultados se seleccionó 2 hrs de irradiación debido a que la solución de la proteína

presentaba mínimos cambios de turbidez,  DLS y fluorescencia inmediatamente después de irradiar.

Después de 12 horas de incubación a 37 °C se observó la formación de agregados grandes por turbidez,

DLS y se observaron cambios en los espectros de fluorescencia. También se realizaron experimentos

con 3 hr de irradiación para observar los cambios más drásticos.

7.4. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por turbidez.

En la figura 19 se muestran las cinéticas de la HβB2)βB2 nativa e irradiada 2 y 3 hrs por turbidez a 37 °C

durante 12 horas. En la cinética se observa que la D.O. de la solución de la HβB2)βB2 no irradiada va

incrementando gradualmente hasta tener un máximo de 0.1 a 12 hrs. 

En la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs (figura 19-A) y 3 hrs (figura 19-B) ocurrió un incremento rápido de la D.O.

en los primeros 240 minutos de la cinética, siendo el máximo de ~0.3. En la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs la

D.O se mantuvo en cero los primeros 18 min de la cinética mientras que en la HβB2)βB2 irradiada 3 hrs la

D.O. inicia con un valor de 0.4. En la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs, el incremento de la D.O. se mantuvo

constante  hasta  los  290 minutos.  Después  de  los  300 minutos  del  experimento  la  D.O disminuyó

gradualmente  en  la  HβB2)βB2 irradiada  2  hrs,  mientras  que  en  la  HβB2)βB2 irradiada  3  hrs  se  mantuvo

constante hasta los 360 minutos..  Esta disminución ha sido observada anteriormente y se cree que es

debida a la formación de precipitados en la solución.  
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Figura 19: A: Cinética de la agregación por turbidez de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs y HβB2)βB2 no irradiada.  B: Cinética de la
agregación por turbidez de la HβB2)βB2 irradiada 3 hrs y HβB2)βB2 no irradiada. C: Cinética de la agregación por turbidez de la
HβB2)βB2 irradiada 2 hrs y la HβB2)βB2 no irradiada durante los primeros 350 minutos. D: Cinética de la agregación por turbidez de
la HβB2)βB2 irradiada 3 hrs y HβB2)βB2 no irradiada durante los primeros 350 minutos. El experimento se realizó a 37 °C durante
12 horas. La concentración de la  proteína fue 50 µΜ.
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7.5. Efecto de la radiación UVB en la solubilidad de la HβB2.

Se evaluó la solubilidad de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs al final de cada experimento y de la HβB2)βB2 no

irradiada. La proteína no irradiada al final de los experimentos sigue siendo alta, con un 95 a 98 % de la

concentración  inicial.  Las  2  hrs  de  radiación  indujeron  perdida  (~50%) de  la  proteína  soluble  en

solución (figura 20).

Figure 20: Solubilidad de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs y no irradiada. 2 mL de la HβB2)βB2 a 50 μm.M in buffer C a 37 °C fue
irradiada 2 hrs. Se determinó la solubilidad de la HβB2)βB2 irradiada y no irradiada. Las muestras fueron centrifugadas a 13.000
r.p.m a 20 °C. Los datos se representan como el promedio ± DS de tres repeticiones independientes.

7.6. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por Dispersión Dinámica de Luz (DLS).

En las figuras 21-A se presentan el coeficiente de correlación de DLS con respecto al tiempo (10 horas)

de la cinética de la HβB2)βB2 no irradiada. Se puede observar que se forman agregados pequeños de la

HβB2)βB2 en la primera hora y después incrementan gradualmente con el tiempo. Durante toda la cinética

ocurren cambios del tamaño de los agregados de la HβB2)βB2 no irradiada.  

En la  figura  21-B se muestran  los  datos  del  coeficiente  de correlación  de la  cinética de  la  HβB2)βB2

irradiada 2 hrs. Se observa que la radiación a las 2 hrs induce la formación de agregados grandes con

respecto  a  la  HβB2)βB2  no  irradiada.  Interesantemente,  se  observa  como  inmediatamente  después  de

irradiada (1.8 min) ya se observan moléculas de mayor tamaño que la proteína no nativa, aunque no se

detecto un cambio en la turbidez.

Los resultados de esta figura muestran que la HβB2)βB2 forma agregados de manera más o menos gradual

durante  las  primeras  4  horas  del  experimento  y  después  se  formaron  agregados  de  mucho mayor

tamaño. En la figura 21-C se muestran los datos del coeficiente de correlación de la cinética de la
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HβB2)βB2 irradiada 3 hrs. Se observa que la radiación a las 3 hrs también induce la formación de agregados

grandes con respecto a la HβB2)βB2 no irradiada.

Figura 21:  Cinética de  agregación  por DLS de la  HβB2)βB2 no irradiada  (A),  2  hrs  irradiada  (B)  y 3 hrs  irradiada  (C).
Coeficiente de correlación de la HβB2)βB2 de la cinética cada 20 minutos hasta las 2 horas, además se muestran las 4, 8 y 10
horas. La concentración de la  proteína fue 50 µΜ, la temperatura empleada fue de 37 °C grados.

Por la técnica de DLS se puede estimar el radio hidrodinámico (Rh) de partículas que se encuentran en

solución, con lo cual se continuó a evaluar el tamaño aproximado de los agregados de la HβB2)βB2 que se

formaron durante las 12 horas de la cinética. 

En la  figura 22 se representa el  Rh (eje  y1)  con respecto al  tiempo de la HβB2)βB2 no irradiada y el

porcentaje de intensidad de la señal detectada (eje  y2) durante todo el experimento. Estos resultados

muestran que la HβB2)βB2 no irradiada presenta un Rh de ~ 3.5 nm durante todo el tiempo de la cinética y

está representado entre el 70 y 80 % de la intensidad de la señal (figura 22-A). Asimismo, se determinó

una segunda población la  cual  está  representada entre  un 20 y 30 % del  porcentaje  de la  señal  y

correspondería a un oligómero de entre 8 y 15 nm, (figura 22-B). 
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Figura 22: Radio hidródinámico (Rh) de la HβB2)βB2 no irradiada. A: El Rh de la HβB2)βB2 teniendo en cuenta el 70 al 80 % de la
intensidad de la señal durante 12 horas de la cinética. B: El Rh de la HβB2)βB2 teniendo en cuenta el 20 y 30 % de la intensidad
de la señal durante 12 horas de la cinética. 

También se evaluó el Rh y la población con respecto al tiempo de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs. En la figura

23-A se muestra que la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs presenta un Rh aproximadamente de 130 nm al inicio de

la  cinética.  El  tamaño  del  Rh  incrementó  gradualmente  durante  los  primeros  200  minutos  del

experimento, siendo el máximo tamaño de aproximadamente de 750 nm y está representado por el 100

% de la intensidad de la señal (población). Después de los 200 minutos de la cinética, la señal del Rh de

los agregados empezó a disminuir gradualmente a un tamaño de aproximadamente de 200 nm y el

porcentaje  de  la  intensidad  de  la  señal  disminuyó  hasta  un  60  %.  Además,  se  evaluó  el  Rh y  la

población de la HβB2)βB2 irradiada 3 hrs y se observó un comportamiento semejante.

A             B

Figura 23: Cinética del radio hidrodinámico (Rh) de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs. A: El Rh de la HβB2)βB2 teniendo en cuenta el 70
al 80 % de la intensidad de la señal durante 12 horas de la cinética. B: El Rh de la HβB2)βB2 teniendo en cuenta el 20 y 30 % de
la intensidad de la señal durante 12 horas de la cinética. 
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Para obtener información sobre los tamaños de los agregados de la HβB2)βB2 inducidos por la radiación en

el tiempo, los datos se analizaron con el software SEDFIT. Como referencia, se calculó el coeficiente

de difusión traslacional hidrodinámico predicho por el Software HβB2)ullrad (Fleming y Fleming., 2018)

del monómero usando el PDB: 1YTQ y este arrojó que el Rh = 2.48 nm. Para el dímero de la HβB2)βB2 se

reportó previamente por estudios experimentales que el Rh es de 3.1 nm (∼3.1 nm ( Michiel y col., 2010).

En la tabla 2 se muestra el Rh calculado por SEDFIT de varios tiempos de las cinéticas por DLS de la

HβB2)βB2 no irradiada, 2 y 3 hrs irradiada. A los 1.8 min de la cinética se encontró que el 94.7 % de la

señal total corresponde a un Rh aparente de 3.6 nm para la HβB2)βB2 no irradiada. A los 20 min. de la∼3.1 nm (

cinética se observa la especie más abundante representada por el 85.8 % de la señal total corresponde a

un Rh aparente de 3.8 nm. ∼3.1 nm (

En la medición a las 10 hrs de la cinética se observa una solución polidispersa, con al menos dos

especies diferentes. El 75.8 % de la señal total corresponde a un Rh aparente de 8.4 nm (tabla 2). La∼3.1 nm (

segunda población tiene un radio aparente de alrededor de 307 nm y corresponde al 25.2 % de la señal

total (datos no mostrados).

En las mediciones del Rh de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs en todos los tiempos analizados, los valores

indican que es una solución monodispersa, con una única especie, que está representada por el 100 %

de la señal total. A los 1.8 min de la cinética se observa un Rh aparente de 135.5 nm, a los 20 min∼3.1 nm (

presenta un Rh de 209.6 nm y a las 2 horas de la cinética se observa un Rh de 444.5 nm. A las 10∼3.1 nm ( ∼3.1 nm (

horas de la cinética el Rh aparente fue de alrededor de 812 nm y corresponde al 100 % de la señal total

(tabla 2).

Las mediciones del Rh de la HβB2)βB2 irradiada 3 hrs en todos los tiempos analizados, los valores indican

también una solución monodispersa, con una única especie, que está representada por el 100 % de la

señal total. Se observó que a los 1.8 min de la cinética la HβB2)βB2 presenta un Rh de 238 nm. A los 20∼3.1 nm (

min de la cinética los agregados presentan un Rh de 330.6 nm y a las 2 horas de la cinética se observa∼3.1 nm (

un Rh de 1050 nm. A las 4 horas de la cinética el Rh aparente fue de alrededor de 945 nm y∼3.1 nm ( ∼3.1 nm (

corresponde al 100 % de la señal total y a las 10 horas el Rh calculado fué de  1446 nm ∼3.1 nm ( (tabla 2). 
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Tiempo de la
cinética min/hrs

HβB2 – No Irradiada HβB2 – 2 hrs Irradiada HβB2 – 3 hrs Irradiada

Rh (nm) Intensidad
señal (%)

Rh (nm) Intensidad
señal (%)

Rh (nm) Intensidad
señal (%)

1.8 min 3.6 94.7 135.5 100 238 100

20 min 3.8 85.8 209.6 100 330.6 99

40 min 3.8 95 269 95 370 100

80 min 3.1 85 551 96 525 100

2 hrs 3.6 85.9 444.5 100 1050 100

4 hrs 3.5 92 787.7 100 945 100

10 hrs 8.4 75.8 812 100 1446 98

Tabla 2: Radio hidrodinámico de diferentes especies obtenidas por análisis de DLS en diferentes tiempos. Para calcular el
Rh del dímero y de los agregados de la HβB2)βB2, se realizó un análisis de distribución de tamaño empleando el software
SEDFIT.

7.7. Cinética de desplegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.

En este trabajo también se midió la cinética de desplegamiento de la HβB2)βB2 no irradiada, 2 hrs y 3 hrs

irradiada a 37 °C durante 12 horas por fluorescencia. En la figura 24 se muestran algunos espectros de

fluorescencia (1, 100, 200, 300, 400, 500, 600 y 700 min) de la HβB2)βB2 no irradiada. Se muestran los

espectros de la HβB2)βB2 no irradiada y se observa como el máximo de emisión se mantiene a 332 nm

durante toda la cinética. Este resultado indica que la proteína se mantiene plegada. Además, se puede

observar que la I.F. no disminuye durante el tiempo del experimento. 

Por el contrario, en la  HβB2)βB2 irradiada 2 hrs (figura 25) se puede observar una disminución en la I.F.

inmediatamente  después  de  irradiar  (1  min,  figura  25-A).  A partir  del  minuto  100,  la  I.F.  fue

incrementando gradualmente hasta los 700 minutos, siendo este espectro similar al espectro de la HβB2)βB2

no irradiada (figura 25-B y 25-C).  Adicionalmente, se midió la cinética de desplegamiento de la HβB2)βB2

3 hrs irradiada a 37 °C durante 12 horas. En la figura 26 se muestran algunos espectros de fluorescencia

(1,  100,  200,  300,  400,  500,  600 y 700 min)  de la  HβB2)βB2 irradiada 3 hrs.  Se puede observar  una

disminución en la I.F. inmediatamente después de irradiar (1 min.). A partir del minuto 100, la I.F. se

incrementó y se mantuvo hasta los 700 minutos. Estos resultados muestran como la radiación provoca

un apagamiento de la florescencia de los triptófanos. 
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Además,  en  los  espectros  de  la  HβB2)βB2 irradiada  2  y  3  hrs  se  observa  que  a  lo  largo  de  todo  el

experimento el máximo de fluorescencia no se corre a 350 nm lo que sugiere que la proteína no se

despliega completamente.  El corrimiento del máximo es a 340 nm, esto pudiera indicar que existe

algún cambio en el ambiente químico de los triptófanos, que puede traducirse en la existencia de alguna

población de proteína desplegada o en un desplegamiento parcial. 

Figura 24:  Espectro de fluorescencia de la HβB2)βB2 no irradiada a 37 °C durante 12 horas. Se representan los espectros
correspondientes a los minutos 1, 100, 200, 300, 400, 500 600 y 700. La concentración de la  HβB2)βB2 fue 50 μm.M.
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Figura 25: Espectros de fluorescencia de la HβB2)βB2 2 hrs irradiada a 37 °C durante 12 horas. Se representan los espectros
correspondientes a los minutos 1, 100, 200, 300, 400, 500 600 y 700. La concentración de la  HβB2)βB2 fue 50 μm.M.

Figura 26: Espectro de fluorescencia de la HβB2)βB2 3 hrs. irradiada a 37 °C durante 12 horas. Se representan los espectros
correspondientes a los minutos 1, 100, 200, 300, 400, 500 600 y 700. La concentración de la  HβB2)βB2 fue 50 μm.M.

El porcentaje de desplegamiento es más fácil observado al representar la relación de I.F. (350/332 nm)

con respecto al  tiempo para la HβB2)βB2. La relación de la I.F. entre proteína desplegada (350 nm) y

plegada (332 nm) en el tiempo permite determinar también que la proteína se mantiene plegada a lo

largo de todo el experimento. 

El valor de la relación de la I.F. de la HβB2)βB2 no irradiada estuvo entre 0.85 – 0.88. Mientras que en la

HβB2)βB2 irradiada 2 hrs (figura 27) y 3 hrs (figura 28) se observa un aumento de la relación entre 0.9 y

0.94, lo que apunta hacia el hecho de que pudiera existir alguna población de proteína desplegada. 
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Figura 27:  Relación de la  I.F. (350/332 nm) con respecto al tiempo de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs y no irradiada a 37 °C
durante 12 hrs. La longitud de onda de excitación fue de 295 nm, se colectaron los valores de longitud de onda de emisión a
332 y 350 nm y se calculó posteriormente la relación de I.F. (350/332). 

Figura 28:  Relación de la  I.F. (350/332 nm) con respecto al tiempo de la HβB2)βB2 irradiada 3 hrs y no irradiada a 37 °C
durante 12 hrs. La longitud de onda de excitación fue de 295 nm, se colectaron los valores de longitud de onda de emisión a
332 y 350 nm y se calculó posteriormente la relación de I.F. (350/332). 

7.8. Ensayos de espectroscopía de fluorescencia para evaluar el efecto de la radiación UVB en la 

oxidación de los triptófanos de la HβB2.

Paralelamente, se tomaron espectros de la I.F. de moléculas derivadas de la oxidación del triptófano,

OHβB2)-kinurenina (OHβB2)-K) y N-acetil-triptófano-amida (NATA). Para la  OHβB2)-K se utilizó 310 nm como
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longitud de onda de excitación y para el NATA 317 nm. Se tomaron los espectros de emisión de la

proteína entre los 335 y 500 nm para ambas moléculas.

Se evaluó el efecto de la radiación en la formación de OHβB2)-K y del NATA en la HβB2)βB2 no irradiada y de

la HβB2)βB2 irradiada 2 y 3 hrs. En las figuras 29-A y 29-B se muestran los espectros de la I.F. de la OHβB2)-K

y el NATA, respectivamente. La OHβB2)-K y el NATA tienen un máximo de emisión a 370 y 380 nm,

respectivamente.  En  ambos  espectros  de  emisión  se  observa  que  la  radiación  UVB  provoca  un

incremento de la I.F. de la OHβB2)-K y del NATA en la HβB2)βB2 a 2 y 3 hrs de radiación con respecto a la

proteína no irradiada. El efecto de la radiación es mayor en la formación de la OHβB2)-K, indicando que la

radiación  induce  la  formación  de  OHβB2)-K y  de  NATA,  moléculas  derivadas  de  la  oxidación  del

triptófano.

Figura 29: Espectros de fluorescencia de productos derivados de la oxidación del triptófano de la HβB2)βB2 irradiada 2 y 3 hrs
y no irradiada a 37 °C. A:  OHβB2)-kinurenina (OHβB2)-K).  B:  N-acetil-triptófano-amida (NATA). Se representan los espectros
correspondientes a la HβB2)βB2 inmediatamente después de irradiar. Para la OHβB2)-K se utilizó 310 nm como longitud de onda de
excitación y para el NATA 317 nm.  Se tomaron los espectros de emisión de la proteína entre los 335 y 500 nm para ambas
moléculas.

En los resultados anteriores se mostró que la radiación a 2 y 3 hrs, provoca la disminución de la I.F. del

triptófano inmediatamente después de irradiar. Asimismo, se observa el incremento de la I.F. de la OHβB2)-

K y del NATA las cuales son moléculas derivadas de la oxidación del triptófano. Estos resultados

pueden indicar que la radiación estaría provocando la oxidación de los triptófanos en la HβB2)βB2. 
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7.9. Cinética de fluorescencia de productos derivados de la oxidación del triptófano de la HβB2 

irradiada 2 hrs y no irradiada.

Se realizaron simultáneamente cinéticas de la fluorescencia del triptófano y moléculas derivadas de la

oxidación del triptófano: Kyn,  OHβB2)-Kyn, y NATA durante 12 hrs de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs y no

irradiada. Para evaluar la fluorescencia del triptófano se excitó a una longitud de onda de 295 nm y se

tomaron los datos de la I.F. a 332 nm.  Para la Kyn se excitó a 350 nm y se recolectaron los datos de la

I.F. a 440 nm. Para la OHβB2)-Kyn se utilizó 310 nm como longitud de onda de excitación y se tomaron los

datos de la I.F. de la emisión a 370 nm y para el NATA se utilizó 317 nm como longitud de onda de

excitación y se tomaron los datos de la I.F. de la emisión a 380 nm.

 En la figura 30-A se representa la I.F. del triptófano a 332 nm irradiada 2 hrs y no irradiada. Se observa

que la proteína no irradiada se mantiene constante durante el tiempo de cinética, mientras que la I.F. de

la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs disminuyó, lo que sugiere el hecho de que la radiación provoca la disminución

de proteína plegada o los residuos de triptófanos se estarían oxidando (figura 30-A). 

En  las  figuras  30-B,  30-C  y  30-D  se  muestran  las  cinéticas  del  NATA,  de  Kyn  y  OHβB2)-Kyn,

respectivamente.  Durante  toda  la  cinética  se  observa  que  la  HβB2)βB2  irradiada  2  hrs presenta  un

incremento de NATA, Kyn y OHβB2)-Kyn con respecto a la HβB2)βB2 no irradiada. Estos resultados sugieren

que la radiación induce la formación de NATA, Kyn y OHβB2)-Kyn las cuales son moléculas derivadas de

la oxidación del triptófano.
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Figura 30: Cinética durante 12 hrs de fluorescencia de los productos derivados de la oxidación del triptófano de la HβB2)βB2
irradiada 2 hrs y no irradiada a 37 °C. A: I.F. de proteína plegada (332 nm), B: NATA, C: Kinurenina. D: OHβB2)-kinurenina. La
concentración de la HβB2)βB2 fue de 50 µΜ.

7.10. Cinética de desplegamiento por fluorescencia de la cristalina HβB2 en presencia del ANS.

Evaluamos la I.F. del ANS en la HβB2)βB2 no irradiada, 2 hrs y 3 hrs irradiada para evaluar la exposición

de residuos hidrofóbicos o cambios estructurales. El ANS se une a los residuos hidrofóbicos expuestos

en la proteína indicando un cambio estructural y tiene un máximo de emisión a los 480 nm. 

En  la  figura  31  se  representa  el  espectro  de  emisión  y  se  observa  que  la  radiación  provoca  un

incremento de la I.F. del ANS a las 2 y 3 hrs de radiación con respecto a la proteína no irradiada, siendo

mayor a los 3 hrs de radiación. Estos resultados sugieren que la radiación provoca el incremento de la

I.F. del ANS inmediatamente después de irradiar a la HβB2)βB2. Este resultado adicionalmente indica que

la radiación a 2 y 3 hrs puede provocar cambios estructurales que estarían acarreando a la exposición

de los residuos hidrofóbicos en la superficie de la HβB2)βB2. 
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Figura  31:  Espectro  de  fluorescencia  extrínseca  de  la  HβB2)βB2  usando  ANS  a  37  °C.  Se  representan  los  espectros
correspondientes a la HβB2)βB2 inmediatamente después de irradiar 2 hrs, 3 hrs y de la HβB2)βB2 no irradiada. La longitud de onda
de excitación del ANS que se utilizó fue 380 nm y se tomó el espectro de emisión de la proteína entre los 400 y 600 nm. Se
utilizó 3.75 mM  del ANS y 50 µM de la proteína y se almacenó durante 30 minutos en la oscuridad, previo a la medición.

Adicionalmente, se realizaron cinéticas de fluorescencia del ANS a 480 nm para la HβB2)βB2 irradiada 2

hrs  y no irradiada  con respecto  al  tiempo (figura  32).  Todos  los  experimentos  de  las  cinéticas  se

realizaron a 37 °C durante 12 hrs.

Estos resultados muestran que la radiación a las 2 hrs provoca un incremento de la I.F. del ANS con

respecto a la proteína no irradiada. Al inicio de la cinética la  HβB2)βB2 irradiada 2 hrs tiene una I.F. del

ANS tres  veces  más alta  que  la  HβB2)βB2 no irradiada.  La I.F.  del  ANS en la  HβB2)βB2 irradiada 2 hrs

incrementa gradualmente con respecto al tiempo siendo mayor a los 200 min de la cinética. Después de

este tiempo la I.F. empieza a disminuir y esto puede deberse a la precipitación de los agregados grandes

que provoca la radiación.  La I.F. del ANS en la HβB2)βB2 no irradiada también muestra un  incremento

gradual con respecto al tiempo siendo mayor a los 420 min de la cinética. 
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Figura 32:  Cinética  de  fluorescencia  extrínseca  a  480 nm de  la  HβB2)βB2 usando ANS a  37  °C.  Se  representan  la  I.F.
correspondientes a la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs y de la HβB2)βB2 no irradiada. La longitud de onda de excitación del ANS que se
utilizó fue 380 nm y se recolectó el espectro de emisión de la proteína a 480 nm. Se utilizó 3.75 mM del ANS y 50 µM de la
proteína y se almacenó durante 30 minutos en la oscuridad, previo a la medición.

7.11. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.

El  desplegamiento  térmico  por  fluorescencia  es  un  parámetro  que  se  utiliza  para  determinar  la

temperatura a la cual la mitad de las moléculas de proteína se encuentran plegadas. Primero se realizó

el desplegamiento térmico y se determinó la Tm de la HβB2)βB2 no irradiada. En la figura 33 se relaciona la

I.F.  (350/332)  con  respecto  a  la  temperatura.  En  los  primeros  experimentos  la  temperatura  fue

aumentada en el rango de 25 a 90 °C y se puede observar claramente que la proteína se mantiene

plegada durante un amplio rango de temperatura de 25 a 60 °C (figura 33). 

Figura 33: Desplegamiento térmico de la HβB2)βB2 por espectroscopía de fluorescencia. Se empleó una longitud de onda de
excitación de 295 nm, se colectaron los valores de longitud de onda de emisión a 332 y 350 nm y se calculó posteriormente
la relación de I.F. (350/332). Se aumentó la temperatura 2 °C/min, de 25 a 90 °C. Para el cálculo de la Tm se ajustaron los
datos a una sigmoide. La concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M.
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Posteriormente, se realizó otro desplegamiento térmico y se determinó la Tm de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs,

y 3 hrs. En la figura 34-A se relacionan la la I.F. (350/332) con respecto a la temperatura y se puede

observar que la proteína irradiada 2hr se mantiene plegada durante un amplio rango de temperatura

(37-58 °C), mientras que la HβB2)βB2 irradiada 3 hr se mantuvo plegada hasta ~52 °C (figura 34-B).

Figura 34:  Desplegamiento térmico de la HβB2)βB2 por espectroscopía de fluorescencia.  A: La HβB2)βB2 no irradiada y 2 hrs.
irradiada.  B: La HβB2)βB2 no irradiada y 3 hrs  irradiada.  Se empleó una longitud de  onda de excitación de  295 nm, se
colectaron los valores de longitud de onda de emisión a 332 y 350 nm y se calculó posteriormente la relación de  I.F.
(350/332). Se aumentó la temperatura 2 °C/min, de 37 a 90 °C. Para el cálculo de la Tm se ajustaron los datos a una
sigmoide. La concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M.

Además, se calculó la Tm entre dos rangos de temperatura: desde 37 °C – 75 °C y desde 75 °C – 90 °C

(tabla 3), debido a que esta proteína tiene dos dominios y ha sido reportado (Evans y col., 2008) que

primero se despliega el dominio N (rango 30-70 °C) y después el dominio C (rango 70-90 °C). Los

datos fueron ajustados a una sigmoide empleando la ecuación de Boltzmann. En la tabla 3 se muestran

los valores de la Tm obtenidos para la HβB2)βB2 no irradiada, 2 hrs y 3 hrs irradiada. Se observa que en los

dos rangos de temperatura la radiación a las 2 hrs provocó la disminución de la Tm de 2 °C con respecto

a la proteína no irradiada. Para el caso de la HβB2)βB2 irradiada 3 hrs sólo se logró ajustar los datos y

determinar  la  Tm de  37  °C  –  75  °C  y  se  encontró  que  la  radiación  en  este  tiempo  provoca  una

disminución de la Tm de ~ 2.4 °C con respecto a la HβB2)βB2 no irradiada. 
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Proteína / Rango
Temperatura

HβB2 – No 
Irra

HβB2 – 2hrs
Irra

HβB2 – 3hrs
Irra

Tm Tm Tm

37 °C – 75 °C 68.1 ±  1 °C 66  ±  2 °C 65.7 ±  1 °C

75 °C - 90 °C 82.9 ±  1  °C 80.9±  2 °C -------

Tabla 3: Valores de Tm obtenidos para la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs, 3 hrs y no irradiada. 

7.12. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia del 
ANS.

 Se realizó el desplegamiento térmico (37 - 90 °C) de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs y no irradiada (figura 35)

en presencia del ANS. La temperatura se fue incrementando 2 °C / min. 

En la figura 35 se relacionan la  I.F.  del  ANS (480 nm) con respecto a la temperatura y se puede

observar claramente que la I.F. del ANS se mantiene constante (~ 8 u.a) durante un amplio rango de

temperatura (37- 60 °C) para la HβB2)βB2 irradiada no irradiada. Para el caso de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs la

I.F. del ANS se mantiene constante (~ 11 u.a) hasta los 56 °C. Después de esta temperatura, se observa

que la I.F. del ANS incrementó levemente y a los 70 °C alcanzó su máximo, similar a la proteína no

irradiada.  

Figura 35: Desplegamiento térmico de la HβB2)βB2  irradiada 2 hrs y no irradiada  por espectroscopía de fluorescencia en
presencia de ANS (3.75 mM). La concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M. Se empleó una longitud de onda de excitación de
380 nm, se colectaron los valores de longitud de onda de emisión a 480 nm. 
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7.13. Desplegamiento térmico de la HβB2 por DLS.

En la figura 36-A y 36-B se muestran los correlogramas del desplegamiento térmico de la HβB2)βB2 por

DLS de la HβB2)βB2 no irradiada y 2 hrs irradiada, respectivamente. En estos experimentos el rango de

temperatura fue de 37 a 76 °C. 

En la figura 36-A se puede observar que la proteína no irradiada mantiene el mismo tamaño entre los

37 °C hasta los 46 °C. Después de 49 °C la proteína empieza a formar agregados grandes de manera

gradual hasta los 76 °C y esto lo hace un proceso no reversible. Para el caso de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs

a 37 °C forma agregados grandes a una temperatura mas baja (40 °C) con respecto a la proteína no

irradiada (figura 36-B). Después de los 37 °C se incrementa el tamaño de los agregados de la HβB2)βB2

hasta los 76 °C, siendo de manera gradual hasta los 58 °C. 

Inesperadamente, los resultados del desplegamiento por espectroscopía de fluorescencia y por DLS no

muestran los mismos resultados, indicado la formación de moléculas grandes a temperaturas más bajas

por DLS y se observan diferencias con la proteína irradiada.

Figura 36: Desplegamiento térmico por DLS de la HβB2)βB2. A: Se representa el correlograma de la HβB2)βB2 no irradiada. B: Se
representa el correlograma de la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs. Se aumentó la temperatura 3 °C/min y la concentración de la HβB2)βB2
fue 50 μm.M.

Además, se calculó la temperatura media de agregación (Ta) desde 37 °C hasta los 64 °C para la HβB2)βB2

no irradiada y 2 hrs irradiada. La Ta  de la HβB2)βB2 no irradiada fue de 54.2 °C, mientras que la Ta  de la

HβB2)βB2 irradiada 2 hrs fue de 51.9 °C. Se observa que en este rango de temperatura la radiación a las 2

hrs provocó la disminución de la Ta de 2.3 °C con respecto a la proteína no irradiada. 
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En la tabla 4 se muestran los valores del Rh calculados con SEDFIT de los agregados de la HβB2)βB2 no

irradiada y 2 hrs irradiada a diferentes temperaturas del desplegamiento térmico por DLS. En todos los

análisis se observaron espectros que indican una solución monodispersa, con una única especie, que

representa 100 % de la señal total. En la HβB2)βB2 no irradiada a los 37 °C se observó que el 94.7 % de la

señal total corresponde a un Rh aparente de 3.65 nm. Desde 49 °C hasta 55 °C el tamaño del Rh en la∼3.1 nm (

HβB2)βB2 no irradiada fue incrementando hasta llegar a 378 nm a los 55 °C. En la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs a

los 37 °C se observó un Rh de 35.6 nm, y a los  40 °C el valor del Rh incrementó a 83.9 nm. Después,

el  Rh incrementó  rápidamente  y se  observó un Rh de  357.4 nm y  519 nm para  49 °C y 52 °C,

respectivamente (tabla 4).

Temperatura
(°C)

HβB2 – No
Irradiada

HβB2 – 2 hrs
Irradiada

Rh
(nm)

Intensidad
señal (%)

Rh
(nm)

Intensidad
señal (%)

37 3.65 92,1 35.6 100

40 3.73 92 83.9 100

49 44.1 100 357.4 100

52 95.7 100 519 100

55 378 100 605 100

Tabla 4: Valores del Rh y de la intensidad de la señal de los agregados de la HβB2)βB2 no irradiada y 2 hrs irradiada a diferentes
temperaturas del desplegamiento térmico por DLS. Para calcular el Rh del dímero y de los agregados de la HβB2)βB2, se realizó
un análisis de distribución de tamaño empleando el software SEDFIT.

7.14. Desplegamiento químico de la cristalina HβB2 nativa inducido por Urea.

Para determinar la estabilidad química de la HβB2)βB2 se utilizó urea, aumentando la concentración de 0 a

4.5 Molar. En la figura 37-A se muestran los espectros de fluorescencia del triptófano después del

desplegamiento químico por urea (0,  1.5,  2.5,  3.5 y 4.5 M) y se observa que la urea en todas las

concentraciones empleadas provoca la disminución de la I.F. del triptófano, y no es dependiente de la

concentración de este agente caotrópico. Sin embargo, la urea a 2.5 M provoca un desplazamiento del

máximo de la longitud a 340 nm y a 3.5 M de urea el desplazamiento del máximo de la longitud es a

354 nm. Después de 3.5 M de urea la proteína parecería estar completamente desplegada y esto lo

podemos observar porque a 4.5 M de urea se mantiene el valor del máximo a 353 nm.
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Los datos  de los espectros  de la  fluorescencia de cada uno de las  concentraciones de urea fueron

normalizados y se representan en la figura 37-B. En estos espectros de fluorescencia del triptófano se

observa claramente que la urea a 2.5 M provoca un desplazamiento de 332 nm a 340 nm los cual

indican que la HβB2)βB2 podría estar parcialmente desplegada. A 3.5 M de urea también se observa que el

máximo se desplaza a 353 nm lo cual es un indicativo que la proteína está desplegada completamente.
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Figura 37:  Desplegamiento químico  de la  HβB2)βB2 inducido por urea  (0 – 4.5 M).  Se evaluó la  I.F. del  triptófano por
espectroscopía de fluorescencia. La concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M. Se empleó una longitud de onda de excitación de
295 nm, se colectaron los valores de los espectros de 300 – 500 nm. A: Datos de la I.F. del triptófano. B: datos de la I.F. del
triptófano normalizados. 

En la  figura  38 se muestran  las  curvas  de  desplegamiento  químico por  urea  (0,  1.5 y 3.5 M) en

presencia de ANS y se observa que el incremento de la I.F. del ANS es dependiente de la concentración

de la urea. A mayor concentración de urea mayor es la I.F. del ANS siendo su máximo a 480 nm. Estos

resultados  indican  que  la  urea  provoca  cambios  conformacionales  en  la  proteína  acarreando  a  la

exposición de los residuos hidrofóbicos en la superficie de la proteína.

Figura 38: Desplegamiento químico de la HβB2)βB2 inducido por urea (0 – 3.5 M) en presencia de ANS. Inmediatamente se
incubó la HβB2)βB2 50 μm.M con 3.75 mM de ANS. Se evaluó la I.F. del ANS por espectroscopía de fluorescencia. Se empleó una
longitud de onda de excitación de 380 nm, se colectaron los valores de los espectros de 400 – 600 nm. 
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8.0 RESULTADOS: PARTE III

"Efecto de los metales Zn(II) y Cu(II) en la agregación de la cristalina HβB2"

8.1. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por turbidez en presencia de Zn(II) y Cu(II).

Se  evaluó  el  efecto  de  los  metales  Zn(II)  y  Cu(II)  sobre  la  agregación  de  la  HβB2)βB2 a  diferentes

concentraciones (0.5, 1, 1.5 y 2 equi.) para buscar la concentración mínima que provoque turbidez y/o

cambios en el estado de plegamiento de la HβB2)βB2 en el tiempo. En la figura 39-A y 39-B se muestran las

cinéticas por turbidez de la HβB2)βB2 nativa y expuesta al Zn(II) y al Cu(II) a 37 °C durante 2.5 horas. 

En la  figura 39-A se observa que la D.O. de la solución de la HβB2)βB2 expuesta a 2 equi.  de Zn(II)

incrementa rápidamente en los primeros 20 minutos hasta tener un máximo de D.O. de ~2.8. Después

de los 30 minutos del experimento la D.O. disminuyó gradualmente. La HβB2)βB2 expuesta a 1.5 equi. de

Zn(II) también incrementa rápidamente en los primeros 20 minutos hasta tener un máximo de ~3 y se

mantiene constante hasta ~60 min. Después de los 60 minutos del experimento la D.O. disminuyó

gradualmente. Para el caso de la HβB2)βB2 expuesta a 1 equi. de Zn(II) se observó un  incremento lento de

la D.O. y esta alcanzó un máximo de ~2.3 a los 55 minutos de la cinética. Después de este tiempo la

D.O. disminuyó gradualmente, similar a la HβB2)βB2 expuesta a 1.5 equi. de Zn(II). Esta disminución ha

sido observada anteriormente y se cree que es debida a la formación de precipitados en la solución. 

En la HβB2)βB2 expuesta a 0.5 equi. de Zn(II) se observó un incremento lento de la D.O. y esta alcanzó un

máximo de ~ 0.8 a los 36 minutos y después se mantuvo constante durante todo el tiempo de la cinética

(figura 39-A). 

La D.O. de la  solución de la  HβB2)βB2 expuesta  a  2  equi.  de Cu(II) incrementa gradualmente en los

primeros 58 minutos hasta tener un máximo de D.O. de ~3.5. Después de los 55 minutos de la cinética

se observaron fluctuaciones en los valores de la D.O. Después de los 100 minutos del experimento la

D.O.  disminuyó  gradualmente.  La  HβB2)βB2  expuesta  a  1.5  equi.  de  Cu(II)  también  incrementa

gradualmente en los primeros 20 minutos hasta tener un máximo de ~1.8 y se mantiene constante hasta

el final de la cinética. Para la HβB2)βB2 expuesta a 1 y 0.5 equi. de Cu(II) se observó un incremento lento

de la D.O. y esta alcanzó un máximo de ~0.3 a los 30 minutos de la cinética y se mantuvo constante

durante todo el tiempo del experimento (figura 39-B). 
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Figura 39: Cinética de la agregación por turbidez de la HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) (A) y al Cu(II) (B) con diferentes equi (0.5,
1, 1.5 y 2). El experimento se realizó a 37 °C durante 150 minuto. La concentración de la proteína fue 50 μm.M.

Para  evaluar  si  la  formación  de  agregados  es  por  la  interacción  de  puentes  de  iones  metálicos,

utilizamos EDTA el cual es un quelante de metales. En la tabla 5 se muestra el porcentaje de la proteína

soluble recuperada después de adicionar EDTA. 

 HβB2 /
[ Metales]

No EDTA EDTA - 30 equi.
HβB2

recuperada
con EDTA

µM  mg/ml µM mg/ml
% 

No metal 50 1.2 50 1.2

Zn 0.5 Equi 28 0.65 26.81 0.62 51.66

Zn 1.0 Equi 18.5 0.42 19.74 0.46 38

Zn 1.5 Equi 4.87 0.11 10.48 0.24 20

Zn 2.0 Equi 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0

Cu 0.5 Equi 38.99 0.9 43.86 1.02 85

Cu 1.0 Equi 37.77 0.87 36.55 0.85 70.8

Cu 1.5 Equi 9.02 0.20 18.28 0.42 35

Cu 2.0 Equi 5.12 0.11 12.18 0.28 23

Tabla 5: Solubilidad de la HβB2)βB2 y porcentaje de proteina recuperada con 30 equi. de EDTA después de las cinéticas con
0.5, 1, 1.5 y 2 equi. de  Zn(II) y Cu(II). El EDTA promueve la recuperación de proteína.

Con base en estos resultados se seleccionó 1.5 equi. de Cu(II) y Zn(II) debido a que la solución de la

proteína presentaba turbidez inmediatamente después de adicionar los metales y después de 12 horas de
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incubación a 37 °C. Además, se observó la formación de agregados grandes por DLS y se observaron

cambios en los espectros de fluorescencia de la HβB2)βB2.

En la figura 40-A se muestran las cinéticas por turbidez de la HβB2)βB2 nativa y expuesta al Zn(II) a 37 °C

durante 12 horas  (gráfica insertada)  y  5 horas,  respectivamente.  La solución de la  proteína  nativa

alcanzó una D.O. máxima de ~ 0.07. En la cinética se observa que la D.O. de la solución de la HβB2)βB2

expuesta al Zn(II) incrementa rápidamente en los primeros 10 minutos hasta tener un máximo de ~3.4.

Después de los 30 minutos del experimento la D.O. disminuyó gradualmente en la HβB2)βB2 expuesta al

Zn(II). Esta disminución se cree que es debida a la formación de precipitados en la solución (figura 40-

C). La figura 40-B representa los datos de los primeros 15 minutos de la cinética y la línea negra indica

el ajuste de los datos a una ecuación exponencial.

Figura 40:  Cinética de la agregación por turbidez de la HβB2)βB2 expuesta al Zinc.  A: El experimento se realizó durante 5
horas para la HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) y para la HβB2)βB2 nativa (inserto) se realizó durante 12 hrs. B: Se representan los datos
de los primeros 15 minutos de la cinética y la línea negra indica el ajuste de los datos a una ecuación exponencial.  La
concentración de la proteína fue 50 μm.M y 1.5 equi. de Zn(II) a 37 °C. C: Fotografía de la solución de la proteína al finalizar
la cinética de turbidez. En la proteína en presencia de 1.5 equi. de Zn(II) se observan grandes agregados que precipitaron.

En la figura 41-A se muestran las cinéticas por turbidez de la HβB2)βB2 nativa y expuesta al Cu(II) a 37 °C

durante 12 horas (gráfica insertada) y 5 horas, respectivamente. En la cinética se observa que la D.O.

de la solución de la HβB2)βB2 expuesta al Cu(II) incrementa rápidamente en los primeros 25 minutos hasta

tener un máximo de ~2,1. Después de los 25 minutos del experimento la D.O. de la HβB2)βB2 expuesta al

Cu(II) se mantuvo constante hasta ~50 minutos y después disminuyó gradualmente hasta el final de la

cinética. Esta disminución se cree que es debida a la formación de precipitados en la solución (figura

41-C). La figura 41-B representa los datos de los primeros 40 minutos de la cinética y la línea negra

indica el ajuste de los datos a una ecuación sigmoidea.
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Figura 41: Cinética de la agregación por turbidez de la HβB2)βB2 expuesta al Cu(II). (A): El experimento se realizó durante 5
horas para la HβB2)βB2 expuesta al Cu y para la HβB2)βB2 nativa (inserto) se realizó durante 12 hrs. (B): Se representan los datos de
los  primeros  15  minutos  de  la  cinética  y  la  línea  negra  indica  el  ajuste  de  los  datos  a  una  ecuación  sigmoide.  La
concentración de la  proteína fue 50 μm.M y 1.5 equi. de Cu a 37 °C. C: Fotografía de la solución de la proteína al finalizar la
cinética de turbidez. En la proteína en presencia de 1.5 equi. de Cu(II) se observan grandes agregados que precipitaron.

También se evaluó el efecto del EDTA en la formación de agregados y en la intensidad de dispersión de

la luz de la HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) y al Cu(II) (1.5 equi.). Se aplicaron 30 equi. de EDTA en los

primeros minutos de la cinética de turbidez y se observó que la D.O disminuyó y la solución de la

proteína se volvió menos turbia a la luz (figura 42).

Al momento de adicionar los 30 equi. de EDTA se observa que la D.O disminuye con mayor rapidez en

la proteína expuesta al Zn(II) (figura 42-A) que en la proteína expuesta al Cu(II) (figura 42-B). Cuando

se midió la concentración proteica se observó que con el  EDTA se recupera un alto porcentaje de

proteína (figura 42-C).
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Figura 42: Cinética de la agregación por turbidez de la HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) (A) y al Cu. (B). El experimento se realizó
durante 3 horas. La concentración de la  proteína fue 50 μm.M y 1.5 equi. de Cu(II) y Zn(II) a 37 °C y se adicionaron 30 equi.
de EDTA. Al finalizar las cinéticas, la solución de la proteína se centrifugó y se determinó la concentración de la proteína.
(C): Solubilidad de la HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) y al Cu(II) y a 30 equi. de EDTA.

8.2. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por Dispersión Dinámica de Luz (DLS).

En las figuras 43-A y 43-B se muestran los datos del coeficiente de correlación de la cinética de la

HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) en los primeros 20 y 40 minutos, respectivamente.  Se observa que el Zn(II)

induce la formación de agregados grandes con respecto a la HβB2)βB2 nativa. En los datos de la primera

medición (1.6 min) se observa como, inmediatamente después de aplicar el metal ya se han formado

moléculas de mayor tamaño que la proteína nativa. Los resultados de esta figura muestran que la HβB2)βB2

forma agregados grandes en menos de 1.6 min y después estos siguen aumentando de forma gradual

durante los siguientes 40 minutos.

      A           B

 

Figura 43: Cinética de agregación por DLS de la HβB2)βB2 expuesta al Zn(II), 1.5 equi. a 37 °C. A: Coeficiente de correlación
de la HβB2)βB2 durante los primero 20 minutos de la cinética. B: Coeficiente de correlación de la HβB2)βB2 durante los primero 40
minutos de la cinética. La concentración de la proteína fue 50 μm.M.
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El Cu(II) también induce la formación de agregados grandes con respecto a la HβB2)βB2 nativa (figura 44).

Se muestran los datos del coeficiente de correlación de la cinética de la HβB2)βB2 expuesta al Cu(II) en los

primeros 60 minutos. En los datos de la primera medición (1.6 min) se observa como, inmediatamente

después de aplicar el metal ya se han formado moléculas de mayor tamaño que la proteína nativa. Los

resultados de esta  figura muestran que la  HβB2)βB2 forma agregados grandes en menos de 1.6 min y

después estos siguen aumentando de forma gradual durante los siguientes 60 minutos. Después de los

60 minutos se pierde la correlación debido a la formación de agregados grandes.
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Figura 44: Cinética de agregación por DLS de la HβB2)βB2 expuesta al Cu(II), 1.5 equi. a 37 °C. Coeficiente de correlación de
la HβB2)βB2 durante los primero 60 minutos de la cinética. La concentración de la proteína fue 50 μm.M.

Para obtener mayor información sobre los tamaños de los agregados de HβB2)βB2 inducidos por el Zn(II) y

el Cu(II) en el tiempo, los datos se analizaron con el software SEDFIT. 

En la tabla 6 se muestran mediciones puntuales de DLS de la HβB2)βB2 sin metal, con Zn(II) y con Cu(II).

En la HβB2)βB2 nativa se encontró que 82.1 % de la intensidad de la señal corresponde a un Rh aparente∼3.1 nm (

de 3.6 nm en la primera medición (1.6 min). Los resultados sugieren que, en estas condiciones, la∼3.1 nm (

HβB2)βB2 consiste principalmente en proteína dimérica. Después de la incubación de la HβB2)βB2 sin metal a

37 °C durante los primeros 20 minutos, se mantiene el porcentaje de la señal total 86 % para el∼3.1 nm (

dímero.  El tamaño del Rh del dímero de la proteína nativa (3.6 min) se mantuvo en los primeros 60

minutos del experimento con el porcentaje de la señal entre el 82 y el 87 %. A los 120 minutos de la

cinética de la HβB2)βB2 sin metal, el % de la intensidad de la señal corresponde disminuyó a 70.3 %∼3.1 nm (

(tabla 6).

Después de adicionar 1.5 equi. Zn(II) a la HβB2)βB2, se observó un aumento del tamaño del Rh debido a la

oligomerización inducida por la unión del metal al inicio del experimento y los datos muestran un

incremento gradual durante los primeros 120 min de la cinética. El Rh calculado a lo largo del tiempo

aumentó hasta ~ 1200 nm con un 100 % de la intensidad de la señal en los 120 min de la cinética (tabla

6). 
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Cuando se adicionó 1.5 equi. de Cu (II) el Rh incrementó desde el inicio del experimento. Los datos del

Rh muestran una especie oligomérica que aumentó a lo largo del tiempo hasta ~ 1530 nm en los

primeros 120 min de la cinética con un 99.8 % de la intensidad de la señal (tabla 6). ∼3.1 nm (

Tiempo de la
Cinética HβB2 No Metal HβB2 + 1.5 Zn(II) HβB2 + 1.5 Cu(II)

(min) Rh
(nm)

Intensidad
Señal (%)

Rh (nm) Intensidad
Señal (%)

Rh (nm) Intensidad
Señal (%)

1.6 3.6 82.1 75 63 108 92.6
8 3.55 87.8 124 93 858 80.2
10 3.76 87 243 96 915.8 82

12 3.7 88 304 98 840 80

20 3.8 85.8 679 100 930 92
45 2.6 95 741 100 732 90
60 3.2 85 809 100 592 95

120 3.9 70.3 1200 100 1530 99.8

Tabla 6:  Mediciones del Rh de la HβB2)βB2 a 37 °C a diferentes tiempos. Se realizaron las mediciones de la HβB2)βB2 sin metal y
expuesta a 1.5 equi. de Zn(II) y Cu(II).

8.3. Cinética de desplegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.

Se midió la cinética de desplegamiento de la HβB2)βB2 en presencia de 1.5 equi. de Zn(II) y Cu(II) durante

12 horas a 37 °C. En la figura 45-A se muestran los espectros de fluorescencia de la HβB2)βB2 en ausencia

de metales a 1, 100, 200, 300, 400, 500, 600 y 720 min.  En la figura 45-B se muestran los espectros de

fluorescencia de la HβB2)βB2 cada 20 minutos de las primeras 2 horas.

Para los espectros de la  HβB2)βB2 en ausencia de metales, se  observa como el máximo de emisión se

mantiene a 332 nm durante toda la cinética. Este resultado indica que la proteína se mantiene plegada.

Además se puede observar que la I.F. no disminuye durante el tiempo del experimento. 
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   A     B

 

Figura 45: Espectro de fluorescencia de la HβB2)βB2 en ausencia de metales a 37 °C durante 12 horas. A: Se representan los
espectros de la  I.F. a los minutos 1, 100, 200, 300, 400, 500 600 y 700.  B: Se muestran los datos la I.F. de la HβB2)βB2 en
ausencia de metales de los primeros 120 min del experimento cada 20 min. La concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M.

Por el contrario, en la HβB2)βB2 en presencia de 1.5 equi. de Zn(II) se puede observar una disminución en

la I.F. inmediatamente después de adicionar el ión metálico. Además, el máximo de fluorescencia se

corre a 345 nm. (figura 46-A y 46-B). 

       A     B

Figura 46: Espectro de fluorescencia de la HβB2)βB2 expuesta a 1.5 equi. de Zn(II) a 37 °C durante 12 horas. A: Se representan
los espectros de la  I.F.  en los minutos 1, 100, 200, 300, 400, 500 600 y 700.  B: espectros de la  I.F. de la HβB2)βB2 de los
primeros 120 min del experimento cada 20 min. La concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M.
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En las cinéticas con 1.5 equi. de Cu(II) se puede observar que desde los primeros 100 minutos del

experimento el máximo de fluorescencia se corre a 345 nm y la I.F. disminuye hasta que terminó el

experimento (figura 47-A y 47-B). 

A     B

  

Figura 47: Espectro de fluorescencia de la HβB2)βB2 expuesta a 1.5 equi. de Cu(II) a 37 °C durante 12 horas. A: Se representan
los espectros de la  I.F. en los minutos 1, 100, 200, 300, 400, 500 600 y 700.  B: espectros de la  I.F. de la HβB2)βB2 de los
primeros 120 min del experimento. La concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M.

En síntesis, la HβB2)βB2 nativa desde el inicio tiene un máximo de fluorescencia de 332 nm y al final de la

cinética se mantuvo. La HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) tiene un máximo de fluorescencia de 334 nm al inicio

de la cinética y este máximo se corre a 349 nm a las 12 horas de la cinética, mientras que  la  HβB2)βB2

expuesta al Cu(II) tiene un máximo de fluorescencia de 333 nm al inicio de la cinética y este máximo

se corre a 347 nm a las 12 horas de la cinética. Adicionalmente, los metales provocaron la disminución

de la I.F. de la HβB2)βB2 a las 12 hrs de la cinética, siendo mayor el efecto en la HβB2)βB2 expuesta al Zn(II).

Otro parámetro importante es representar la relación de I.F. (350/332 nm) con respecto al tiempo para

la HβB2)βB2. La relación de la I.F. entre proteína desplegada (350 nm) y plegada (332 nm) en el tiempo

permite determinar también que la proteína se mantiene plegada a lo largo de todo el experimento. El

valor de la relación de la I.F. de la HβB2)βB2 en ausencia de metales estuvo entre 0.85 – 0.88. Mientras que

en la  HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) (figura 48-A) y al Cu(II) (figura 48-B) se observa un aumento de la

relación hasta ~ 1.08, lo que apunta hacia el hecho de que pudiera existir alguna población de proteína

desplegada. 
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   A              B

Figura 48: Relación de la I.F. (350/332 nm) con respecto al tiempo de la HβB2)βB2 en ausencia y en presencia de metales. La
concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M. A: Cinética de la HβB2)βB2 en presencia de 1.5 equi. de Zn(II). B: Cinética de la HβB2)βB2
en presencia de 1.5 equi. de Cu(II). La cinética se realizó a 37 °C durante 12 hrs. La longitud de onda de excitación fue de
295 nm y se recolectaron los espectros de emisión de 300-500 nm. 

8.4. Cinética de exposición al solvente de los residuos hidrofóbicos de la HβB2 por espectroscopía 

de fluorescencia en presencia de ANS y de los iones de Cu(II) y Zn(II).

Para  la  HβB2)βB2 nativa,  la  cual  tiene  pocos  sitios  hidrofóbicos  expuestos  con capacidad de  unión a

moléculas  de  ANS,  la  I.F.  permanece  sin  cambios.  La  I.F.  del  ANS  en  presencia  del  Zn(II)  es

aproximadamente  ~  12  veces  mayor  que  en  la  proteína  nativa  en  los  primeros  40  minutos  del

experimento, después de este tiempo la I.F. del ANS disminuye y permanece constante después de ~ 60

minutos hasta el final del experimento (figura 49).

Por  el  contrario,  la  HβB2)βB2 en  presencia  de  Cu(II)  presenta  un  incremento  lento.  La  intensidad  de

fluorescencia de ANS es aproximadamente ~ 2 veces mayor que en la proteína nativa en los primeros ~

40 minutos del experimento, después de este tiempo la intensidad de fluorescencia del ANS disminuye

y permanece constante después de ~ 100 minutos hasta el final del experimento (figura 49). 
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Figura 49: Efecto del Zn(II) y el Cu(II) en la exposición al disolvente de residuos hidrofóbicos de la HβB2)βB2. Se empleó  50
µM de la HβB2)βB2 a 37 °C durante 3 horas con ANS (3.75 mM) en presencia de iones metálicos (1.5 equi.). Los espectros de
fluorescencia ANS se adquirieron de 400 a 600 nm y los resultados se muestran como la I.F. a 480 nm.

También se evaluó el ambiente químico de los triptófanos al final del experimento. La máxima longitud

de onda de emisión para la fluorescencia intrínseca de la HβB2)βB2 nativa es de 334 nm, mientras que en

presencia del Zn(II) y del Cu(II), este máximo se desplaza a 342 y 340 nm, respectivamente (figura 50).
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Figura 50: Espectros de fluorescencia después de 3 horas de la cinética de la HβB2)βB2 con ANS. La HβB2)βB2 en ausencia de
iones metálicos (negro), la HβB2)βB2 en presencia de Zn(II) (rojo) y la HβB2)βB2 en presencia de Cu(II) (azul). El espectro de
emisión se recolectó en el rango de 300 y 500 nm utilizando una longitud de onda de excitación de 295 nm a 37 °C.

8.5. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia de 

Cu(II) y Zn(II).

Se realizó el desplegamiento térmico y se determinó la Tm de la HβB2)βB2 sin exponer a los metales y

expuesta a 1.5 equi. de Zn(II) y Cu(II) (figura 51-A y 51-B, respectivamente).  En estas figuras se

relaciona la I.F. (350/332) con respecto a la temperatura. En la tabla 7 se muestran los valores de la Tm

obtenidos para la HβB2)βB2 en ausencia y en presencia de metales. Para el caso de la HβB2)βB2 expuesta al

Zinc, la Tm obtenida fue de 62.4 °C en el rango de 37 °C – 73 °C. Para la HβB2)βB2 expuesta al Cu(II) la Tm

fue de 61.6 °C en el rango de 40 °C – 73 °C. Se observa que el Zn(II) induce una disminución de la Tm

de 6.5 °C en el rango de 37 °C – 73 °C, mientras que el Cu(II) provocó la disminución de la Tm de 7.3

°C en el rango de 40 °C – 73 °C.
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Figura 51: Desplegamiento térmico de la HβB2)βB2 por espectroscopía de fluorescencia.  A: HβB2)βB2 + 1.5 Equi. de Zn(II).  B:
HβB2)βB2 + 1.5 Equi. de Cu(II).  Se aumentó la temperatura 2 °C/min, de 37 a 90 °C.  Se empleó una longitud de onda de
excitación de 295 nm, se colectaron los valores de longitud de onda de emisión a 332 y 350 nm y se calculó posteriormente
la relación de I.F. (350/325).  Para el cálculo de la Tm se ajustaron los datos a una sigmoide. La concentración de la HβB2)βB2
fue 50 μm.M.

Proteína / Rango
Temperatura

HβB2 – No 
Irra

HβB2 + 1.5 Equi
Cu(II)

HβB2 + 1.5 Equi
Zn(II)

Tm Tm Tm

37 °C – 73 °C 68.9 ± 1 °C 61.6 ± 2 °C 62.4 ± 1 °C

75 °C  - 90 °C 83.7 ± 2 °C -------- -------

Tabla 7: Valores de Tm obtenidos para la HβB2)βB2 en ausencia de metales y expuesta a Zn(II) y Cu(II). 

8.6. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia del 

ANS y los metales Zn(II) y Cu(II).

Se realizó el desplegamiento térmico de la HβB2)βB2 nativa, expuesta al Zn(II) y al Cu(II) en presencia del

ANS. La temperatura se fue incrementando 2 °C / min desde 37 a 90 °C. 

En la figura 52 se relacionan la  I.F.  del  ANS (480 nm) con respecto a la temperatura y se puede

observar claramente que la I.F. del ANS se mantiene constante (~ 8 u.a) durante un amplio rango de

temperatura (37- 60 °C), lo que indicaría que la HβB2)βB2 es una proteína que se puede calentar hasta 60
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°C sin observar efecto alguno en tiempos cortos. Para el caso de la HβB2)βB2 expuesta al Cu(II), la I.F. del

ANS incrementa ~ 2 veces con respecto a la proteína nativa y se mantiene hasta los 52 °C. Después de

esta  temperatura,  se  observa  que la  I.F.  del  ANS incrementó  levemente  y a  los  68 °C alcanzó su

máximo. En la HβB2)βB2 expuesta al Zn(II), la I.F. del ANS incrementa ~ 6 veces con respecto a la proteína

nativa y se mantiene hasta los 52 °C. Después de esta temperatura, se observa que la I.F. del ANS

incrementó rápidamente y a los 62 °C alcanzó su máximo. En las tres condiciones se observa una

disminución de la I.F. del ANS, lo cual puede ser un indicativo de la precipitación de los agregados

grandes que se forman por efecto de los metales y de la temperatura. 

 

Figura 52: Desplegamiento térmico de la HβB2)βB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia de ANS (0.4 mM). La
concentración de la HβB2)βB2 fue 50 μm.M. Se empleó HβB2)βB2 + 1.5 equi. de Zn(II) y HβB2)βB2 + 1.5 equi. de Cu(II). Se aumentó la
temperatura 2 °C/min, de 37 a 90 °C. Se empleó una longitud de onda de excitación de 380 nm, se colectaron los valores de
longitud de onda de emisión a 480 nm. 
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9. DISCUSIÓN

La formación de cataratas es un proceso multifactorial, acumulativo y lento. Varios factores de riesgo

pueden influir en la formación de cataratas, entre ellos: trastornos metabólicos, mutaciones hereditarias,

la irradiación UV y algunos metales (Robman y Taylor., 2005, Liu y col., 2017). 

En este estudio, evaluamos el efecto de la irradiación UVB (302 nm) y de los iones Cu(II) y Zn(II)

sobre la estabilidad, la solubilidad y de la agregación de la HβB2)βB2 en función del tiempo. Además,

investigamos el posible mecanismo de desplegamiento y cambios estructurales de la HβB2)βB2.

9.1.  Radiación

Se  evaluaron  diferentes  tiempos  de  radiación,  15,  30,  60,  90,  120,  y  180  minutos,  realizando

mediciones puntuales de la D.O., DLS y fluorescencia, inmediatamente después de irrardiar y por 12

hrs a 37 °C.  En todos estos tiempos de radiación se observa que se forman agregados que provocan

que la solución se vuelva opaca a la luz. 

Para realizar los estudios de las cinéticas y detectar cambios en la estructura de la HβB2)βB2 durante el

tiempo se seleccionó 2 hrs de radiación. 

Para la HβB2)βB2 sin irradiar se observo un Rh de ~3.6 nm, el cual estuvo representado por el 70 y 80 % de

la intensidad de la señal durante 12 hr. Interesantemente, se determinó una segunda población la cual

está representada entre un 20 y 30 % del porcentaje de la señal y correspondería a oligómeros mayores

a 15 nm de Rh. No se conocen las razones por las cuales la proteína forma oligómeros durante el

tiempo  de  incubación.  Sin  embargo,  se  ha  propuesto  que  estas  proteínas  son  propensas  a  formar

oligómeros  como mecanismo para  controlar  el  contenido de  agua en  diferentes  regiones  del  lente

debido a los efectos de la presión osmótica (Bloemendal  y col.,  2004; Vérétout y Tardieu., 1989).

Además, estos oligómeros pueden promover mayor estabilidad en las proteínas del lente y esto seria

consistente  con  lo  descrito  previamente  de  que  las  cristalinas  β  forman  dímeros,  tetrámeros  y

oligómeros grandes los cuales se han encontrado en los lentes envejecidos con cataratas (Ma y col.,

1998;  Ajaz  y  col.,  1997).  Adicionalmente,  estas  proteínas  en  el  ámbito  fisiológico  del  lente  se

encuentran  en  concentraciones  elevadas  (~  200  -  450  mg/ml),  y  aproximadamente  un  40-45  %

corresponde a las cristalinas β (Bobrow., 2011; Keenan y col., 2008). Estas concentraciones elevadas de

86



las cristalinas β y particularmente de la HβB2)βB2, llevó a sugerir que estas proteínas se acomodan de cierta

manera para que el lente continúe siendo transparente.  (Takemoto y Sorensen., 2008).

En los resultados obtenidos de la proteína irradiada, se observó que la radiación provocó un incremento

rápido del Rh en los primeros 200 min de la cinética, así mismo se observa que la turbidez incrementa

en este tiempo y se mantiene constante durante un tiempo y después ocurre la disminución de la señal

del Rh y de la D.O. Estos resultados indican que la radiación provoca un efecto gradual y durante las

primeras horas de la cinética ocurren cambios conformacionales en la estructura de la proteína que son

suficientes para la formación de agregados. La disminución de la D.O. y de la señal del tamaño del Rh

en tiempos largos se puede deber a la precipitación de los agregados grandes que se formaron. 

Por otro lado, la espectroscopia de fluorescencia del triptófano se usa ampliamente para estudiar la

estructura, dinámica y función de las proteínas (Lakowicz., 1999). En este estudio los espectros de

fluorescencia de la HβB2)βB2 no irradiada se mantienen igual durante el tiempo de la cinética y el máximo

de emisión se mantuvo en 332 nm, mientras que en los espectros de fluorescencia de la HβB2)βB2 irradiada

2 hrs se observó la disminución de la I.F. en el tiempo y el máximo se desplazó de 332 a 340 nm al

final de la cinética. 

Estos cambios en el máximo de emisión sugieren un desplegamiento parcial o total de  cada monómero

de la HβB2)βB2, el cual pudiera ser un intermediario. Este intermediario de los monómeros separados y el

N-terminal parcialmente desplegado fue propuesto por Evans y colaboradores después de exponer a la

proteína en una rampa de temperatura (40 – 100 °C) y se observó que a los 64 °C el máximo de

emisión se desplazó a 340 nm a los 64 °C y a los 78 °C el máximo se deslazó a 350 nm, infiriendo el

desplegamiento total  de los dos dominios de la proteína (Evans y col.,  2008).  Así mismo, en otro

estudio reportaron el desplazamiento del máximo de emisión a 340 nm y 350 nm de la proteína con 2.2

y 3.4 M de urea, respectivamente (Wieligmann y col., 1999). 

Además, en este trabajo realizamos el desplegamiento químico con urea (0 – 4.5 M) y corroboramos

que la proteína con 2.5 M de urea presenta un máximo de emisión de 340 y con 3.5 M el máximo se

desplaza hasta 350 nm. Con 4.5 M de urea el máximo se mantiene en 350 nm lo cual podría estar

indicando el desplegamiento de los dos dominios (N y C-terminal) de la HβB2)βB2.

Paralelamente a la  medición de los espectros de fluorescencia a 332 y a 350 nm, se midieron los

espectros de moléculas derivadas de la oxidación del triptófano, Kin, OHβB2)-Kin y NATA. La radiación
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provoca  la  disminución  de  la  I.F.  del  triptófano  a  332 nm (HβB2)βB2 plegada)  y  simultáneamente  el

incremento de la I.F. de la Kin, OHβB2)-Kin y del NATA. Estos resultados pueden indicar que la radiación

estaría provocando la oxidación de los triptófanos en la HβB2)βB2.

Se han identificado varios sitios de oxidación en las cristalinas, específicamente en los residuos de

metionina, cisteína y triptófano. En parte, estos daños covalentes podrían desestabilizar el estado nativo

de las proteínas del lente, lo que llevaría a la agregación y así, con el tiempo provocar las cataratas

(Truscott., 2005). HβB2)ains y Truscott encontraron que la oxidación del triptófano aumentó en lentes con

cataratas (HβB2)ains y Truscott., 2007). 

La foto-oxidación del triptófano puede formar quinurenina debido a la escisión del anillo pirrol del

triptófano (Xia y col., 2013). En el caso de la γD, los cuatro triptófanos conservados están en el núcleo

de la proteína y estos se oxidan a quinurenina, la cual podría desestabilizar significativamente el estado

nativo de la proteína (Serebryany y  King., 2015).

Gakamsky y colaboradores encontraron otros derivados del triptófano, el hidroxi-triptófano (OHβB2)-Trp) y

N-formil-quinurenina (NFK), fluorecen en las cristalinas aisladas de lentes humanos con cataratas y la

radiación UV aumentan la concentración de estos productos. En esta misma investigación se aislaron

varias cristalinas de lentes con cataratas, entre ellas la HβB2)βB2. Por la técnica de espectrometría de masas

se encontraron modificaciones en algunos aminoácidos de la HβB2)βB2 incluido el Trp a OHβB2)-Kyn y OHβB2)-

Trp,  estando  en  mayor  porcentaje  el  OHβB2)-Trp.  Estas  modificaciones  también  se  encontraron  en  la

cristalina βB2 de lentes porcinos irradiados con UV (Gakamsky y col., 2017).

Adicionalmente, el NATA tiene un pico de emisión entre 340 y 348 nm, dependiendo del ambiente

químico  de  la  proteína  (Kumar  y  col.,  2005)  y  el  NATA se  ha  estudiado  por  fluorescencia  para

identificar  estados  de  proteínas  parcialmente  desplegadas,  asociados  con  cambios  sutiles  en  la

estructura terciaria (Nayar y col., 2002. Kumar y col., 2005). 

Para tener un panorama mas detallado del efecto de la radiación en los cambios conformacionales de la

HβB2)βB2, se realizaron experimentos para evaluar la fluorescencia extrínseca con ANS. El ANS se une a

los residuos hidrofóbicos expuestos en la proteína indicando un cambio estructural. Se obtuvieron los

espectros inmediatamente después de irradiar a la proteína y además, se recolectaron los espectros del

ANS a 480 nm durante las cinéticas de la HβB2)βB2 irradiada. En la HβB2)βB2 irradiada 2 hrs se observa un

incremento significativo de la I.F. del ANS con respecto a la la HβB2)βB2 no irradiada. El incremento de la
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I.F. del ANS ocurrió gradualmente en los primeros 200 min de la cinética. La I.F. del ANS en la HβB2)βB2

irradiada es ~ 2 veces mas alto que la HβB2)βB2 no irradiada al inicio de la cinética y a los 200 min, tiempo

en el que se observa un pico máximo de la I.F. del ANS. Estos resultados nos indican que la radiación

podría  estar  provocando  cambios  conformacionales  que  acarrean  la  exposición  de  residuos

hidrofóbicos de la proteína al solvente.

Adicionalmente, en este trabajo se evaluó la estabilidad térmica de la HβB2)βB2 irradiada y no irradiada.

Los  experimentos  de  desnaturalización  térmica  indican  que  la  radiación  provoca  perdida  de  la

estabilidad  térmica.  En  el  desplegamiento  térmico  de  la  fluorescencia  intrínseca  y  extrínseca  se

observaron curvas con tres estados.  

Estos resultados nos permiten sugerir un modelo de desplegamiento y agregación de la HβB2)βB2 inducido

por la radiación a las 2 hrs.

La radiación puede provocar la oxidación de los triptófanos a sus derivados (OHβB2)-Kin, Kin, NATA) y

puede  provocar  cambios  estructurales  que  estarían  acarreando  a  la  exposición  de  los  residuos

hidrofóbicos en la superficie de la HβB2)βB2, provocando que gran parte de la población de la HβB2)βB2 este

desplegada  parcial o totalmente. Todos estos cambios estructurales provocan que la HβB2)βB2 se agregue y

estos agregados presentan diferentes tamaños del Rh. Estos agregados provocan que la solución de la

proteína se vuelva opaca a la luz. Sin embargo, para confirmar y describir este proceso con mayor

resolución se sugiere emplear otras técnicas como la resonancia magnética nuclear que podría brindar

información a profundidad.

9.2.  Metales

En este estudio, también evaluamos el efecto de los iones Cu(II) y Zn(II) sobre la agregación de la

HβB2)βB2 en función del tiempo por turbidez y DLS. Evaluamos la estabilidad, la solubilidad y el posible

mecanismo de desplegamiento y cambios estructurales de la HβB2)βB2.

En primer lugar, evaluamos diferentes concentraciones de los metales (0.5, 1, 1.5 y 2 equi.) sobre la

agregación de la proteína por turbidez. Encontramos que el incremento de la D.O. es dependiente de la

concentración de los metales. Con 2 y 1.5 equi. de los metales se observó que la D.O incrementa en los

primeros 20 min de la cinética.  Para realizar los estudios de las cinéticas y detectar cambios en la

estructura de la HβB2)βB2 durante el tiempo se seleccionó 1.5 equi. de cada uno de los metales.
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Al momento de evaluar  el  efecto de los  metales  en la  solubilidad  de  la  HβB2)βB2 se observó que la

solubilidad de la proteína en solución es dependiente de la concentración de los metales. Sin embargo,

se  encontró  que  el  tratamiento  con el  EDTA permite  recuperar  un  gran  porcentaje  de  proteína  en

solución (51, 38 y 20 % para 0.5, 1 y 1.5 equi de Zn(II), respectivamente y (85, 70, 35 y 23 % para 0.5,

1, 1.5 y 2 equi. de Cu(II) , respectivamente) . Este porcentaje de proteína recuperada es dependiente del

numero de equi. del Zn(II). Estos resultados nos permiten sugerir que la formación de los agregados

puede ocurrir parcialmente por la formación de puentes mediados por los metales.

Cuando se analizó el Rh de la proteína expuesta al Zn(II) se observó un incremento rápido del Rh en

los primeros 20 min de la cinética y estuvo representado por el 100 % de la intensidad de la señal.

Estos  resultados  indican que el  Zn(II)  tiene un efecto rápido en la  agregación de la   HβB2)βB2 y los

oligómeros formados son mayores a 600 nm. Por el contrario, el efecto del Cu(II) en el incremento de

los oligómeros es más lento. En los primeros 50 min el Cu(II) induce la formación de oligómeros

grandes en varias fases.,  y después de este tiempo continúa un incremento gradual del Rh y de la

intensidad de la señal (~ 60 al 100 %).

La relación 350/332 de la proteína sin metal se mantuvo en 0.85 durante toda la cinética lo cual es un

indicativo de que la proteína nativa se mantiene plegada. El Cu(II) y el Zn(II) provocan un incremento

rápido de la relación 350/332 de la HβB2)βB2 en los primeros 60 min de la cinética, alcanzando un valor de

1.05. después de los 100 min y este valor se mantuvo constante. 

Estos resultados nos permiten sugerir que los metales provocan el desplegamiento parcial de la HβB2)βB2 y

con los espectros de fluorescencia al final de la cinética corroboramos que el máximo de emisión se

desplaza a 347 nm y 349 nm para la HβB2)βB2 expuesta al Cu(II) y al Zn(II), respectivamente.

Los resultados con las tres técnicas permiten comprobar de que los metales provocan la formación de

agregados grandes que aumentan la turbidez de la muestra y precipitan. Estos agregados podrían estar

conformados por proteína parcialmente desplegada. Estudios previos han reportado que el Cu(II) y el

Zn(II) inducen la formación de agregados de las γ cristalinas y estos metales interactúan con más de un

sitio de unión para cada uno de los iones metálicos (Quintanar y col., 2016; Ramkumar y col., 2018;

Rocha y col., 2021). Otro estudio con la cristalina γS reportaron que el Cu(II) y el Zn(II) inducen la

agregación de la proteína y encontraron que con el EDTA se recupera el monómero de los agregados.
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Así mismo encontraron que el  Cu(II)  oxida las  Cisteínas  y el  Zn(II)  interactúa con las  HβB2)istidinas

(Roskamp y col., 2019).

Recientemente,  Fernandez-Silva  y colaboradores  en el  2020,  demostraron que tanto el  Cu(II)  y  el

Zn(II) se unen al menos en dos sitios e inducen la agregación de la γD por diferentes vías.  El Zn(II)

produce un reordenamiento conformacional pequeño y se agregan a través de la formación de puentes

metálicos sin intermediarios desplegados, mientras que la agregación inducida por el Cu(II) incluye que

el  dominio  N-terminal  se  despliega  parcialmente  mientras  que  el  dominio  C-terminal  y  partes  del

dominio N-terminal permanecen en una conformación similar a la nativa (Fernández-Silva  y col.,

2020).

Se realizaron cinéticas por espectroscopía de fluorescencia en presencia de ANS y de los iones de

Cu(II) y Zn(II) para evaluar  la exposición al solvente de los residuos hidrofóbicos de la HβB2)βB2. En la

HβB2)βB2 expuesta al Zn(II) se observa un incremento significativo de la I.F. del ANS con respecto a la

HβB2)βB2 nativa. La I.F. del ANS es ~ 12 veces mayor que en la proteína nativa en los primeros ~ 20

minutos  del  experimento.  Por  el  contrario,  la  I.F.  del  ANS  para  la  HβB2)βB2  expuesta  al  Cu(II)  es

aproximadamente  ~  2  veces  mayor  que  en  la  proteína  nativa  en  los  primeros  ~  60  minutos  del

experimento.  Después  se  observó  la  disminución  de  la  I.F.  lo  cual  puede  ser  un  indicativo  de  la

precipitación de los agregados grandes que se forman por el efecto de los metales. Estos resultados

sugieren  que  los  metales  provocan  cambios  conformacionales  en  la  estructura  de  la  HβB2)βB2  que

conllevan a la exposición al solvente de los residuos hidrofóbicos de la proteína, siendo mayor el efecto

del Zn(II).

Los experimentos de desnaturalización térmica midiendo la fluorescencia intrínseca del triptófano y  la

fluorescencia  extrínseca  del  ANS indican  una  disminución  la  estabilidad  térmica.  Observamos  un

aumento drástico de la I.F. del ANS en el desplegamiento de la HβB2)βB2 en presencia del Zn(II), lo que

sugiere un efecto mayor que el efecto del Cu(II).  Estos resultados muestran que la agregación de  la

HβB2)βB2  inducida por  Zn(II)  y Cu(II)  implican diferentes  cambios  conformacionales,  y  nos permiten

sugerir un modelo de desplegamiento y agregación de la HβB2)βB2 inducido por los metales.

Los metales provocan que gran parte de la población de la HβB2)βB2 esté desplegada parcialmente, y que

simultáneamente ocurran cambios conformacionales que estarían acarreando a la exposición de los

residuos hidrofóbicos en la superficie de la HβB2)βB2. Todos estos cambios estructurales provocan que la
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HβB2)βB2 se agregue y estos agregados presentan diferentes tamaños del Rh. Estos agregados provocan

que la solución de la proteína se vuelva opaca a la luz. Además, provocan la perdida de la solubilidad

de la proteína la cual es recuperada cuando se adiciona  EDTA .
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10. CONCLUSIONES

En este estudio, evaluamos el efecto de tiempos cortos de la irradiación UVB y de los iones

Cu(II)  y  Zn(II)  sobre  la  estabilidad,  la  solubilidad  y  la  agregación  de  la  HβB2)βB2  en  función  del

tiempo.Además, investigamos los posibles cambios estructurales de la HβB2)βB2. El estudio se siguió por

12  horas  a  37  °C.  El  análisis  de  los  resultados  obtenidos  nos  permitió  llegar  a  las  siguientes

conclusiones.

1.  Todos los tiempos de irradiación evaluados inducen la formación de agregados.

2. Un porcentaje alto de la intensidad de la señal por DLS muestra a la HβB2)βB2 nativa en forma de

dímero durante las 12 hrs de la cinética.

3. Dos horas de radiación UVB provoca la formación de oligómeros  de alto peso molecular en los

primeros 200 min de la cinética.

4.  Dos horas de radiación UVB podría provocar la oxidación de los triptófanos en la HβB2)βB2  a  sus

derivados: OHβB2)-Kin, Kin y NATA.

5. Dos horas de radiación UVB podría estar provocando cambios conformacionales que acarrean la

exposición de residuos hidrofóbicos de la proteína al solvente.

6. Bajas concentraciones de  Zn(II) y de Cu(II), desestabilizan a la HβB2)βB2, afectan su plegamiento e

inducen un cambio conformacional, lo que conduce a la formación de agregados de alto peso molecular

que dispersan la luz. Interesantemente, observamos que el Zn(II) provoca más cambios en la proteína

que el Cu(II).

Estos  resultados  sugieren  que  la  HβB2)βB2  tiende  a  desplegarse  parcialmente,  exponiendo  residuos

hidrofóbicos que conducen a la formación de grandes agregados de diferentes tamaños que provocan la

turbidez de la solución, y su agregación. 

Con  la  información  proporcionada  por  las  técnicas  empleadas  en  este  trabajo  proponemos

modelos de agregación para entender la fisiopatología de las cataratas, así como para intentar buscar

tratamientos preventivos a futuro.
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11. RECOMENDACIONES

Emplear técnicas como RMN para continuar la caracterización del efecto de la radiación UV y de los

metales Zn(II) y Cu(II) en el desplegamiento y agregación de la HβB2)βB2 cristalina.
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	La transparencia y refractividad del lente humano depende de la solubilidad, estabilidad y organización de las tres familias de las cristalinas. Cualquier alteración en la estructura de estas proteínas, inducida por factores ambientales o internos del lente, puede provocar el desplegamiento parcial de estas proteínas, causado por daños covalentes acumulados, que conlleva a la formación de grandes agregados. Estos agregados forman las denominadas cataratas, y como consecuencia se bloquea la transmisión de la luz visible a la retina, resultando en cambios en el índice de refracción, dispersión de la luz y problemas de visión que ocasionarán eventualmente la ceguera. La caracterización de los lentes extraídos con cataratas revelan la presencia de múltiples tipos de cristalinas (tabla 1) en el lente (Moreau y King., 2012; Serebryany y King, 2014).
	1.5. Factores de riesgo en las cataratas
	2. JUSTIFICACIÓN
	3.0. HIPÓTESIS
	4.0. OBJETIVOS
	4.1. OBJETIVO GENERAL
	4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

	5. METODOLOGÍA
	5.2. Purificación de HβB2.
	5.3. Determinación de la concentración de la proteína.
	5.4. Determinación de la solubilidad.
	5.5. Electroforesis SDS-PAGE.
	5.6. Ensayos de la HβB2 irradiada con UVB.
	5.7. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por turbidez.
	5.8. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por Dispersión Dinámica de Luz (DLS).
	5.9. Cinética de desplegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.
	5.10. Cinética de desplegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia del ANS.
	5.11. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.
	5.12. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia del ANS.
	5.13. Desplegamiento químico de la HβB2 en presencia de Urea.

	6. RESULTADOS: PARTE I
	6.2. Purificación de HβB2.

	7. RESULTADOS: PARTE II
	7.1. Efecto de la radiación UVB en la formación de agregados de la HβB2 por turbidez
	7.2. Efecto de la radiación UVB en la formación de agregados de la HβB2 por DLS.
	7.3. Efecto de la radiación UVB en el estado de plegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia
	7.4. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por turbidez.
	7.5. Efecto de la radiación UVB en la solubilidad de la HβB2.
	7.6. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por Dispersión Dinámica de Luz (DLS).
	7.7. Cinética de desplegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.
	7.8. Ensayos de espectroscopía de fluorescencia para evaluar el efecto de la radiación UVB en la oxidación de los triptófanos de la HβB2.
	7.9. Cinética de fluorescencia de productos derivados de la oxidación del triptófano de la HβB2 irradiada 2 hrs y no irradiada.
	7.10. Cinética de desplegamiento por fluorescencia de la cristalina HβB2 en presencia del ANS.
	7.11. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.
	7.12. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia del ANS.
	7.14. Desplegamiento químico de la cristalina HβB2 nativa inducido por Urea.
	8.1. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por turbidez en presencia de Zn(II) y Cu(II).
	8.2. Cinética de agregación de la cristalina HβB2 por Dispersión Dinámica de Luz (DLS).
	8.3. Cinética de desplegamiento de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia.
	8.4. Cinética de exposición al solvente de los residuos hidrofóbicos de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia de ANS y de los iones de Cu(II) y Zn(II).
	8.5. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia de Cu(II) y Zn(II).
	8.6. Desplegamiento térmico de la HβB2 por espectroscopía de fluorescencia en presencia del ANS y los metales Zn(II) y Cu(II).

	9. DISCUSIÓN
	9.1. Radiación
	9.2. Metales

	10. CONCLUSIONES
	Con la información proporcionada por las técnicas empleadas en este trabajo proponemos modelos de agregación para entender la fisiopatología de las cataratas, así como para intentar buscar tratamientos preventivos a futuro.
	11. RECOMENDACIONES
	12. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

