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RESUMEN 

Las cristalinas son las proteínas más abundantes del cristalino del ojo humano y se 

clasifican en alfa, con función de chaperona, y las beta y gamma que presentan función 

estructural. La función estructural de las cristalinas se basa en que están empacadas de 

un modo estable y ordenado en las células fibrilares del cristalino, de tal modo que 

permiten que este sea un medio transparente. La catarata es la pérdida de transparencia 

del cristalino; es la causa más frecuente de ceguera reversible en el mundo y es causada 

por la agregación de las cristalinas. La cristalina gamma D humana (HgD) es una de las 

cristalinas presentes en cataratas, además es la segunda gamma cristalina más 

abundante en el núcleo del cristalino y presenta cuatro triptófanos altamente 

conservados con respecto a otros verberados, en las posiciones 42, 68, 130 y 156. 

Existen múltiples factores de riesgo para el desarrollo de cataratas, la radiación 

ultravioleta (UV) es considerada uno de los principales. Se ha planteado que los residuos 

de triptófanos altamente conservados absorben la radiación UV recibida, sugiriendo que 

la fotooxidación del triptófano inducida por la radiación UV puede ser un primer paso en 

la desestabilización de las proteínas del cristalino. En el caso de la HgD, los cuatro 

triptófanos presentes funcionan como un embudo de la radiación UV, mediante un 

proceso que involucra la transferencia de energía y la conversión interna del estado 

excitado, protegiendo a la proteína de la cascada fotoquímica iniciada por la radiación. 

Teniendo en cuenta que los mecanismos de apagamiento de la fluorescencia son muy 

sensibles a cambios en la conformación como al número de triptófanos presentes, es 

importante analizar y comprender los mecanismos de fotoionización y de apagamiento 

de su señal en una proteína fotosensible como la HgD. 
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1. INTRODUCCIÓN  

Las cataratas son la principal causa de ceguera reversible en el mundo. Es considerado 

un problema de salud pública pues afecta a 94 millones de personas a nivel global (OMS 

2023). Su tratamiento consiste en reemplazar quirúrgicamente el lente dañado por un 

lente sintético. Este es un tratamiento sencillo, pero fuera del alcance de millones de 

personas en países en desarrollo (González et al. 2011; IAPB 2020; NEI 2020; OMS 

2023). Según la Secretaría de Salud del Gobierno de México, en 2023 esta cirugía tiene 

un costo aproximado de $30,000 (MX) (https://www.gob.mx/). 

La catarata se define como la opacidad no fisiológica del cristalino. Es decir, es la pérdida 

de transparencia del cristalino (Brian and Taylor 2001; Sturmer 2009). En el momento en 

el que la opacidad en el cristalino se evidencia clínicamente, se presuponen alteraciones 

irreversibles que incluyen la agregación de proteínas, la hidratación tisular de las células 

del cristalino que conduce a su hinchamiento y ruptura, la acumulación de componentes 

moleculares, la ruptura de membranas celulares y cambios en la estructura del 

citoesqueleto (Artigas 2015). Lo anterior ha motivado el estudio de la agregación de 

diversas proteínas del cristalino, y su participación en la ocurrencia de cataratas. Las 

cataratas son una enfermedad degenerativa, pues los daños en las proteínas se 

acumulan durante años. Por esta razón, las cataratas más comunes son las seniles; sin 

embargo, también existen cataratas juveniles, causadas principalmente por mutaciones 

específicas en las proteínas del cristalino, lo que las hace menos estables y conduce a 

su agregación temprana (Karri et al. 2013; Pande et al. 2015; Pande et al. 2010; Vendra 

et al. 2012; Vendra et al. 2016). Por ejemplo, en la HgD se ha descrito la sustitución de 

la arginina 14 por una cisteína, lo que provoca un cambio de polaridad en el sitio 

específico de la mutación que afecta la forma en que esta proteína interacciona con otras, 

incrementando su tendencia a la autoasociación. Por otro lado, en condiciones oxidantes, 

el nuevo residuo de cisteína expuesto permite la formación de enlaces disulfuro 

intermoleculares (Stephan et al. 1999; Francis et al. 2000). 

Como ya se mencionó, la catarata se produce en el cristalino (Figura 1), el cual es una 

estructura intraocular, transparente, con morfología de lente biconvexa, situada en el eje 

https://www.gob.mx/
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visual, por detrás del iris y suspendida por la zónula que no contiene nervios ni aporte 

sanguíneo. 

Figura 1: Estructura del cristalino. 

El cristalino, o lente, se nutre a través del humor acuoso y el humor vítreo. Posee una 

consistencia blanda y elástica, y sufre un progresivo endurecimiento con la edad 

(Honrubia 2002). Su función es fundamentalmente refractiva, actuando como una lente 

de dioptrías variables que tiene la habilidad de enfocar la luz en la retina (Fielding et al. 

2015). Desempeña un papel esencial en la capacidad de adaptación, permitiendo la 

percepción nítida a diferentes distancias y la modificación rápida e involuntaria del punto 

de enfoque. Este fenómeno se logra mediante la alteración de su curvatura para lograr 

la focalización adecuada de los objetos, ya se encuentren cercanos o distantes. La 

elasticidad del cristalino le confiere la facultad de modificar su forma, ajustándose así a 

las diversas distancias focales. El cristalino ostenta una transparencia excepcional que 

permite el paso ininterrumpido de la luz a través de él, constituyendo un elemento 

esencial para la obtención de una visión nítida (Rama et al. 2003; Galvis et al. 2008; 

Artigas 2015). También tiene una función importante como filtro natural de radiación 

ultravioleta (UV), ya que absorbe una parte significativa de la radiación UV presente en 

la luz solar antes de que llegue a la retina (Artigas 2015; Fielding et al. 2015). Es uno de 

los tejidos del cuerpo humano con menos porción de agua en su composición (66 %); 

asimismo, está compuesto por proteínas y pequeñas cantidades de lípidos, iones 

inorgánicos, carbohidratos, ácido ascórbico, glutatión y aminoácidos libres (Gum et al. 

2007).  

Las células del cristalino son fibrilares, se acomodan de manera concéntrica (Figura 1) y 

no poseen organelos, pues luego de la formación del lente y la expresión de sus 
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proteínas, inicia la degradación de éstos para garantizar la transparencia del tejido. Por 

lo tanto, sus proteínas no pueden ser reparadas ni resintetizadas (Donaldson and Lim 

2008; Artigas 2015; Fielding et al. 2015).  

1.1 Proteínas del cristalino 

Las proteínas lenticulares suelen agruparse en dos categorías, según su solubilidad en 

agua: hidrosolubles y no hidrosolubles. La fracción hidrosoluble del cristalino joven da 

cuenta del 80 % de las proteínas lenticulares y se compone sobre todo de un grupo de 

proteínas denominadas cristalinas (Sánchez 2009). Las cristalinas son las proteínas más 

abundantes del cristalino y son termodinámicamente estables (Bloemendal and de Jong 

1991; Andley 2007; Sharma and Santhoshkumar 2009). Su función estructural se basa 

en estar empacadas de un modo estable y ordenado en las células fibrilares del cristalino, 

de tal modo que permitan que sea un medio transparente a la luz visible (Delaye and 

Tardieu 1983). Están divididas en tres familias atendiendo a su tamaño molecular, las α, 

las β y las γ cristalinas (Figura 2), y están presentes en todos los cristalinos de 

vertebrados (Hoenders and Bloemendal 1983; Bloemendal and de Jong 1991; Slingsby 

et al. 2013; Artigas 2015).  

Figura 2: Representación de la estructura tridimensional de las proteínas αB-cristalina en azul (PDB: 

3L1G), la βB-cristalina en rojo (PDB: 1YTQ) y la γS-cristalina en verde (PDB: 7N36) empleando el software 

VMD.  

Las α-cristalinas son las de mayor masa molecular y representan el 50 % o más de las 

proteínas solubles en los cristalinos de mamíferos. La estructura secundaria de la α-

cristalina incluye muchas láminas β (95 %) y pocas hélices α (5 %). En la estructura 

terciaria (Figura 2) se distinguen dos dominios: Dominio N-terminal y Dominio C-terminal 
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(con un brazo C-terminal expuesto) (Wistow et al. 1981). Por otra parte, la estructura 

cuaternaria es objeto de controversia y se ha sugerido que podrían existir más de 1000 

heterooligómeros distintos de la α cristalina (Siezen and Hoenders 1979; Bloemendal 

and Hockwin 1982; de Jong et al. 1998). 

Las α-cristalinas pueden actuar como chaperonas evitando que las proteínas se 

agreguen cuando son sometidas a distintos tipos de estrés, sea térmico, oxidativo, 

fotoquímico, u otros. Son consideradas como miembros de la familia de proteínas de tipo 

choque térmico que las células sintetizan para neutralizar los efectos de la temperatura. 

Las β-cristalinas forman agregados de bajo peso molecular (Sánchez 2009) y su 

estructura secundaria está formada por láminas β (Ortega 2001). La secuencia de 

aminoácidos de esta familia tiene 30 % de homología con la de la familia de las γ. Ambas, 

β- y γ-cristalinas, tienen un centro globular que está formado por dos dominios, los cuales 

están compuestos de cuatro estructuras en forma de hoja beta plegada denominados 

motivos de llave griega (Figura 2). Estos dominios contienen varios residuos aromáticos 

altamente conservados (Sean et al. 2013).  

Las γ-cristalinas son las proteínas menos abundantes y las de menor peso molecular, 

son monoméricas y se localizan sobre todo en el núcleo del cristalino. Su estructura 

secundaria está formada por láminas β (Figura 2). Los dominios de las γ-cristalinas de 

una misma cadena interaccionan entre sí de modo simétrico, dejando entre ambos un 

conjunto de residuos hidrofóbicos (Ortega 2001). 

Las llamadas cristalinas taxón-específicas, son otro tipo de cristalinas. Muchas de estas 

son oxidorreductasas que ayudan a mantener el ambiente reductor en el cristalino (Zigler 

and Rao 1991; Sánchez 2009). Además, hay proteínas citoesqueléticas, de membrana 

y enzimas. Las proteínas de la membrana, aunque no constituyen más del 1 % del peso 

del cristalino, son importantes para las funciones del cristalino, participando en procesos 

de osmorregulación y ayudando a mantener el ambiente intracelular propicio para su 

función biológica.  
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1.2 Cristalina gamma D humana 

Las γ-cristalinas humanas se dividen en siete subgrupos en base a siete genes diferentes 

que está presentes en genoma y codifican para cada subgrupo, las γA-, γB-, γC- γD-, 

γE- γF-, y γS- (Bloemendal et al. 2004). La γD-cristalina (HgD) es la segunda más 

abundante en el núcleo del cristalino, se sintetiza en los primeros estadíos del desarrollo 

del lente (White et al. 1989) y presenta una masa molecular de 20,607 Da (Moreau and 

King 2012). Es codificada por el gen CRYGD (Nandrot et al. 2003) y su estructura ha 

sido resuelta por cristalografía de rayos X (Basak et al. 2003). Es una proteína 

monomérica, constituida por 173 aminoácidos con ocho hojas beta organizadas en dos 

motivos de llave griega (Figura 3). Está compuesta por un dominio N-terminal y otro C-

terminal conectados entre sí por un linker de 10 aminoácidos; contiene dos triptófanos 

altamente conservados en cada dominio (Trp 42 y 68 en el dominio N-terminal y Trp 130 

y 156 en el C-terminal) (Figura 3) (Norledge et al. 1997; Bask et al. 2003). La presencia 

de estos triptófanos hace que la proteína tenga un máximo de emisión de fluorescencia 

a 325 nm para el estado plegado y 348 nm para el estado desplegado (Kosinski and King 

2002; Chen et al. 2008; Chen et al. 2009). 

Figura 3: Representación de la estructura tridimensional de la proteína HgD (PDB: 1HK0) empleando el 
software VMD. Se muestra la traza de la cadena principal en listones y, usando esferas, los triptófanos 42 
(rojo), 68 (azul), 130 (magenta) y 156 (verde).  

Es una proteína altamente estable, con una Tm cercana a los 80 oC y además presenta 

un grupo de residuos aromáticos, F11/Y6, Y16/Y28, Y50/Y45, Y92/Y97, Y138/Y133 y 

F117/F115, distribuidos por toda la proteína que le confieren estabilidad (Figura 4). Por 

otra parte, presenta varios aminoácidos hidrofóbicos y polares en la interfaz que 
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conectan a los dominios N- y C-terminal (Kong and King 2011). Diferentes estudios 

evidencian que estos residuos juegan un papel relevante en el mantenimiento de la 

conformación nativa de la proteína (Hemmingsen et al. 1994; Basak et al. 2003; Flaugh 

et al. 2005; Yang et al. 2014; Vendra et al. 2016).  

Figura 4: Representación de la estructura tridimensional de la proteína HgD (PDB: 1HK0) empleando el 

software VMD. Se muestran los grupos de residuos aromáticos F11/Y6 (amarillo), Y16/Y28 (rojo), Y50/Y45 

(azul oscuro), Y92/Y97 (púrpura), Y138/Y133 (verde) y F117/F115 (azul cian). 

A pesar de su marcada estabilidad, la proteína HgD puede sufrir modificaciones 

postraduccionales como la desamidación de sus residuos N49, Q66, Q67 y N160 (Searle 

et al. 2005; Wilmarth et al. 2006), la metilación de la C110 (Searle et al. 2005) y la 

oxidación de la Y45 y el W156 (Searle et al. 2005; MacCoss et al. 2002).  

1.3 Agregación de proteínas 

La conformación nativa de una proteína se obtiene cuando se establecen un conjunto de 

interacciones no covalentes en el proceso de plegamiento, que conlleva a una 

conformación energéticamente favorable y estable. Durante este proceso de 

plegamiento se pueden generar conformaciones no deseadas como resultado de 

interacciones no nativas que incluso podrían ser más estables que las primeras (Eichner 

and Radford 2011). A pesar de que el estado nativo presenta un mínimo de energía 

favorable, pueden existir otras conformaciones con mínimos de energía aún más 

estables, como por ejemplo los agregados no fibrilares o las fibras amiloides (Hartl and 

Hayer-Hartl 2009; Vabulas et al. 2010; Agbas 2018). De manera general la agregación 

de las proteínas puede ocurrir como resultado de la asociación física entre moléculas sin 



7 
 

que ocurra un cambio en su estructura primaria o mediante la formación de interacciones 

covalentes (Finke et al. 2000). Por otra parte, dependiendo del sistema en cuestión y del 

estado del proceso de agregación puede ocurrir la formación de agregados solubles o 

insolubles (Darrington and Anderson 1995; Stroo et al. 2017; Nettleton et al. 2000; Mori 

et al. 2022). 

En el caso de la agregación por interacciones físicas, diferentes estudios han demostrado 

que los intermediarios que se forman durante el desplegamiento o plegamiento de las 

proteínas son los precursores para la formación de agregados (Fink 1998; Moreau and 

King 2012; Shamsi et al. 2017). El paso inicial en que una proteína nativa pasa a formar 

agregados se ha denominado proceso de nucleación y constituye en muchas ocasiones, 

el paso limitante para la agregación (Wang 2005; Buell 2017). Posteriormente, el 

crecimiento de estos agregados puede ocurrir por dos vías: mediante la unión de 

monómeros a multímeros o a través de la unión entre multímeros. La agregación de las 

proteínas mediante la formación de enlaces covalentes puede ocurrir a partir de la 

formación de puentes disulfuro entre residuos de cisteínas (Toichi et al. 2013) y otros 

enlaces como los isopeptídicos (Kang and Baker 2011). 

1.4 Agregación de la cristalina gamma D humana 

La HgD es muy estable, aún a altas concentraciones de agentes desnaturalizantes, 8 M 

de urea y 5.5 M de cloruro de guanidinio (Kosinski-Collins 2003). Al desplegarse, primero 

lo hace el dominio N-terminal y luego el C-terminal. El intermediario con el N-terminal 

desplegado y el C-terminal plegado presenta un tiempo de vida muy corto y se ha 

propuesto como el punto de partida para la formación de los agregados por intercambio 

de dominios (Kosinski-Collins et al. 2004). Este intercambio implica la unión del dominio 

N-terminal desplegado con el dominio C-terminal plegado de otra molécula de HgD, 

dando como resultado la formación de un dímero con dominios intercambiados (Das et 

al. 2011; Garcia-Manyes et al. 2016; Serebryan et al. 2016; Mondal et al. 2020). Esta 

interacción permite la formación de largas cadenas de oligómeros interconectados, los 

cuales pueden constituir como precursores de agregación (Bennett et al. 2006; Mondal 

et al. 2020). 
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La proteína HgD presenta seis cisteínas, dos en el dominio C-terminal y cuatro en el N-

terminal (Figura 5), pero no se forman enlaces disulfuros en su estado nativo (Slingsby 

et al. 1997; Srikanthan et al. 2004). A pesar de esto, algunos estudios proponen que la 

agregación en variantes de la HgD, por ejemplo, W130Q y W42Q, está influenciada por 

conformaciones precursoras que presentan enlaces disulfuros no nativos (Serebryany et 

al. 2021). En este sentido, se propone que las Cys 32 y Cys 41 son las responsables de 

formar los puentes disulfuros y por lo tanto son las que más favorecen la agregación 

(Serebryany and King 2015; Serebryany et al. 2016).  

Figura 5: Representación de la estructura tridimensional de la proteína HgD (PDB: 1HK0) empleando el 

software VMD. Se muestran en azul las cisteínas presentes en el dominio N-terminal y en rojo las del C-

terminal. 

Por otra parte, mutaciones realizadas a los Trps altamente conservados han evidenciado 

desestabilización del dominio N-terminal sin afectar al C-terminal (Flaugh et al. 2005). 

Además, si se realizan mutaciones de otros residuos, el efecto depende del dominio 

donde se encuentra el aminoácido mutado; es decir, si las mutaciones están en el 

dominio N-terminal se reduce la estabilidad de ese dominio, sin afectar al dominio C-

terminal y viceversa. La disminución de la estabilidad da lugar a un incremento en la 

población de los intermediarios de desplegamiento (Kong and King 2011).  

1.5 Factores de riesgo para la agregación de cristalinas 

La agregación y precipitación de las cristalinas es un proceso que toma años y que 

involucra el desplegamiento de las proteínas, la activación aberrante de proteasas de las 
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células fibrilares y saturación de la función chaperona de la alfa cristalina (Mills et al. 

2007; Mizdrak et al. 2008). 

Existen múltiples factores de riesgo para el desplegamiento y agregación de las 

cristalinas. Los más comunes son la exposición a radiación UV, el consumo de tabaco, 

factores genéticos, algunos fármacos, iones metálicos, entre otros (Hodge et al. 1995; 

West and Valmadrid 1995; Lam et al. 2015; Langford-Smith et al. 2016). También se ha 

planteado que algunas enfermedades como la diabetes mellitus pueden acelerar el 

desarrollo de cataratas (Klein et al. 1994; Lam et al. 2015; Thompson and Lakhani 2015), 

pues se han reportado alteraciones en los niveles de glutatión, electrolitos, galactosa o 

glucosa en cristalinos de personas con diabetes y galactosemia. En estos casos, la 

formación de alcoholes de azúcar a partir de glucosa o galactosa, mediada por la enzima 

aldosa reductasa, puede tener como consecuencia hiperósmosis en el cristalino, 

resultando en la hinchazón de las fibras del cristalino, formación de vacuolas y opacidad 

(West and Valmadrid 1995). También se ha reportado un incremento en la concentración 

de sorbitol en el cristalino (Srivastava et al. 2005; Patel et al. 2012; Singh Grewal et al. 

2016). En estos pacientes, el exceso de glucosa en la sangre activa una vía alternativa 

que convierte a la glucosa en sorbitol (un alcohol de azúcar) como resultado de la 

saturación de su vía normal del metabolismo. El sorbitol se acumula en el cristalino, y 

atrae agua por ósmosis, causando un desbalance osmótico que provoca que las células 

del cristalino se hinchen y se rompan, alterando su estructura. Este desbalance osmótico 

también propicia la pérdida de solubilidad de las proteínas que componen el cristalino 

conduciendo a la formación de cataratas (Lechuga 2006, Díaz-Flores et al. 2004). 

La formación de cataratas y el envejecimiento están muy relacionados debido a la 

acumulación de daños en las proteínas de la lente a lo largo de la vida. Muchos de estos 

daños incluyen modificaciones postraduccionales que conducen a cambios 

conformacionales que terminan en la agregación de las proteínas (Takemoto and 

Sorensen 2008). De los factores de riesgo listados, la exposición a radiación UV es uno 

de los más graves. Se ha evidenciado en múltiples investigaciones la relación directa 

entre la exposición a la radiación UV y la formación de cataratas (Delcourt et al. 2000; 

Roberts 2001; Truscott 2005; Ji et al. 2015).  
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1.6 Radiación ultravioleta como factor de riesgo 

La luz ultravioleta (UV) se clasifica en: UV-C (de 100 a 280 nm, longitud de onda corta), 

UV-B (de 280 a 315 nm, longitud de onda media) y UV-A (de 315 a 380 nm, longitud de 

onda larga) (Sapkota and Pardhan 2016). Estas radiaciones son emitidas en grandes 

cantidades por el sol pero no toda la radiación UV incide en la superficie de la Tierra. 

Toda la radiación UV-C y el 90 % de la UV-B es absorbida por gases como el ozono, 

vapor de agua, oxígeno y dióxido de carbono, mientras que la radiación UV-A es 

débilmente absorbida en la atmósfera. Por lo tanto, la radiación UV que alcanza la 

superficie de la tierra está compuesta en gran parte por la radiación UV-A y en menor 

grado por la UV-B (González 2007). 

El ojo, después de la piel, es el órgano más expuesto a los efectos de la radiación UV y 

dicha radiación puede ocasionar problemas o enfermedades en los ojos. El daño 

causado en la estructura ocular será mayor cuanto más energética sea la radiación. Por 

esta razón las radiaciones UV (entre 598.13 kJ/mol y 299.07 kJ/mol) son más nocivas 

que la luz visible (entre 299.07 kJ/mol y 157.40 kJ/mol) o infrarroja (entre 157.40 kJ/mol 

y 11.96 kJ/mol). La Tabla 1 muestra las lesiones oculares causadas por la exposición a 

la radiación (Andrade et al. 2003). 

Tabla 1: Lesiones oculares causadas de acuerdo con el tipo de radiación empleada. 

 Ultravioleta Visible Infrarrojo 

Tipo de onda  UV-C UV-B UV-A     

Longitud de onda (nm) 200        290         320          400                 760              1400     10000 

 

Lesión ocular 

 Queratitis  Cataratas  

 Cataratas  Quemadura Corneal  

 Lesiones de Retina  

 

Cada uno de los elementos del ojo absorbe un porcentaje de radiación UV (Figura 6). La 

córnea filtra prácticamente toda la radiación UV-C y UV-B que llega al ojo (Andrade et al. 

2003), mientras que la radiación UV-A es absorbida parcialmente por el cristalino (Artigas 

2015; Sapkota and Pardhan 2016). Esta radiación que llega al cristalino puede inducir 

daños, por al menos cuatro mecanismos diferentes: (1) alteración del sistema de 

transporte de cationes de membrana; (2) daño a los ácidos nucleicos en las células 
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epiteliales del cristalino; (3) procesos fotosintéticos que involucran especies reactivas de 

oxígeno, la radiación UV puede generar ROS como el peróxido de hidrógeno a partir del 

oxígeno molecular; y (4) fotooxidación de triptófanos libres o unidos a proteínas (Hugh 

1989). 

Figura 6: Absorción de la radiación por las diferentes estructuras del ojo. 

(1) Interrupción del transporte de cationes de membrana. La actividad normal de 

Na/K ATPasa, la llamada bomba de sodio, es crucial para la claridad del cristalino, ya 

que mantiene el equilibrio osmótico dentro de las células. Una pérdida de actividad 

conduce a la inflamación osmótica de las fibras del cristalino (Kinoshita 1974). La Na/K 

ATPasa es sensible al daño por radiación UV (Pathak et al. 1972; Varma et al. 1979). Se 

ha determinado su contenido de Trps, siendo 2.1 % para la subunidad alfa y 3.6 % para 

la beta y algunos de ellos cercanos al sitio activo de la proteína (Peterson and Hokin 

1980). Teniendo en cuenta el papel que tienen los Trps ante la exposición a la radiación 

UV, se ha propuesto que estos Trps sufren daños como resultado de la exposición esta 

radicación que pueden conducir a la pérdida su actividad (Ottolenghi and Ellorye 1983; 

Torriglia and Zigman 1988; Hightower 1995). Además, los canales iónicos también 

pueden sufrir daños como consecuencia del fotodaño que puedan sufrir los Trps así 

como la fotooxidación de grupos SH; que conducen a su inactivación y provocan la 

pérdida del control homeostático (Hightower 1995; Hightower and McCready 1997). 

(2) Daño al epitelio del cristalino. La radiación UV puede dañar el epitelio del cristalino 

por un efecto directo sobre el ADN, conduciendo a cambios histológicos como falta de 
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diferenciación. Las células indiferenciadas migran a la superficie posterior del cristalino 

y causan opacidades posteriores. Adicionalmente, puede provocar daños indirectos 

sobre el cristalino al alterar la nutrición de la lente o al alterar el papel metabólico y 

protector del epitelio (Kumar et al. 2012; Artigas 2015; Puerta-Ortiz and Morales-

Aramburo 2020).  

(3) Procesos fotosintéticos que involucran especies reactivas del oxígeno. La 

radiación UV puede generar una serie de oxidantes tóxicos altamente reactivos a partir 

del oxígeno molecular (Jager et al. 2017). Estos oxidantes incluyen oxígeno singlete, 

superóxido y peróxido de hidrógeno (H2O2), los cuales provocan oxidación de 

carbohidratos, lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos 

(Imbert et al. 2012). 

El cristalino se encuentra en un ambiente rico en fuentes endógenas de especies 

reactivas de oxígeno, que se producen por la exposición crónica a la luz lo cual induce 

la actividad patogénica de las células epiteliales del cristalino. El mantenimiento de la 

transparencia del cristalino depende de un adecuado balance del estado redox. Aunque 

existen múltiples defensas fisiológicas para proteger al cristalino de los efectos tóxicos 

de la luz y el daño oxidativo, la evidencia sugiere que la exposición crónica a la oxidación 

a largo plazo puede dañarlo y predisponerlo al desarrollo de cataratas (Ferrer et at. 2009). 

Si bien, la concentración de oxígeno en el cristalino es baja (Wan-Cheng and Spector 

1997; McNulty et al. 2004; Wang et al 2009), la formación de especies reactivas de 

oxígeno inducida por la radiación puede ocurrir a través de la interacción directa de un 

fotón con el oxígeno molecular (Truscott 2005; Marchitti et al. 2011; Varma et al. 2012; 

Ivanov et al. 2018) o mediada por la transferencia de electrones provenientes del estado 

excitado de residuos aromáticos como el triptófano o la tirosina (Truscott 2005; Pattison 

et al. 2012). El radical libre de oxígeno es inestable y reactivo, lo que conduce a oxidación 

de componentes celulares. Algunos ejemplos de este daño oxidativo incluyen daño a las 

membranas celulares del cristalino (Varma et al. 1979), lo cual conlleva a la pérdida de 

la función de los transportadores en la membrana. Esto va asociado con el descenso en 

la concentración de ATP, cambio en las concentraciones iónicas, oxidación del glutatión, 

inicio en la oxidación proteínica en el citoplasma, entre otras. Estos cambios 
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desencadenan la formación de agregados proteínicos, la ruptura de las membranas 

celulares y la formación de cataratas (Spector 1984). 

Dentro de las enzimas específicas que previenen el daño causado por estas especies se 

encuentra la catalasa, la cual cataliza la conversión de peróxido de hidrógeno en oxígeno 

y agua (Figura 7). Sin embargo, esta enzima se inactiva por la exposición a la radiación 

UV (Zigman et al. 1976; Zigman 1985). 

Figura 7: Enzimas y antioxidantes que participan en el balance del estado redox. SOD: superóxido 

dismutasa, CAT: catalasa, Gpx: glutatión peroxidasa, GSSG: glutatión oxidado, GSH: glutatión reducido, 

GR: glutatión reductasa, GSTπ: glutatión S-transferasa π, Prdx: peroxirredoxina, Trx: tiorredoxina, Trxr: 

tiorredoxina reductasa. Esquema tomado y modificado de Hamada et al. 2014 y de Rao 2023. 

(4) Fotooxidación de aminoácidos. Las proteínas del cristalino contienen residuos 

fotosensibles, principalmente el triptófano. Se ha sugerido que la fotooxidación del 

triptófano inducida por radiación UV puede ser un paso crítico que inicia cambios en las 

proteínas del cristalino. Se ha demostrado que el triptófano libre de la lente puede 

oxidarse al igual que una porción de los triptófanos que son parte de la estructura primaria 

de las cristalinas (Heyningen 1973; Hugh 1989; Dillon and Atherton 1990; Berman 1991; 

Korlimbinis and Truscott 2006; Mizdrak et al. 2008; Pattison et al. 2012).  El mecanismo 

de fotooxidación se describe en la Figura 8, y se observa que la oxidación sigue caminos 

diferentes si ocurre en presencia o ausencia de oxígeno molecular. 
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Figura 8: Mecanismo de fotooxidación del triptófano por absorción directa de la radiación UV y vías 
mediadas por 1O2. Estructuras claves del mecanismo: 1: radical indolilo, 2: C-3 radical peroxilo, 3: C-3 
hidroperóxido, 4: intermedio de dioxetano, 5: C-3 alcohol, 6: 3α-hidroperoxipirroloindol, 7: 3α-
hidroxipirroloindol, 8: N-formilquinurenina, 9: quinurenina; 10: 3α-dihidroxipirroloindol. ISC: cruce entre 
sistemas. Esquema tomado y modificado de Pattison et al. 2012. 

La absorción de un fotón por un residuo de triptófano promueve la excitación de 

electrones de su cadena lateral. A temperatura ambiente, el estado excitado puede 

promover varios procesos: i) tomar parte en una reacción de fotoionización, ii) emitir un 

fotón, o bien, iii) perder su excitación debido a un mecanismo de apagamiento (Chen et 

al. 2008; Chen et al. 2009). 

El apagamiento de la fluorescencia de los triptófanos acorta el tiempo de vida del estado 

excitado minimizando la probabilidad de fotoionización UV (Chen et al. 2006). La 

fotoionización consiste en la escisión covalente del anillo indol; este proceso es 

irreversible e induce cambios conformacionales en las proteínas (Chen et al. 2009). 
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La radiación también puede inducir daños en otros aminoácidos como la tirosina, 

generando radicales. Los radicales de Tyr pueden conducir a reacciones de oxidación y 

formación de dímeros de tirosina (Pattison and Davies 2006; Pattison et al. 2012). La 

fenilalanina también puede formar radicales libres (Bent and Hayon 1975; Pattison et al. 

2012). Estos aminoácidos no solo pueden sufrir fotoionización directa por la radiación 

UV, sino también pueden sufrir fotooxidación mediada por especies reactivas de oxígeno 

(Figura 9). Además de los aminoácidos aromáticos, otros aminoácidos como la histidina, 

la cisteína y la metionina son vulnerables a la oxidación por especies reactivas de 

oxígeno (Figura 9) (Creed 1984; Schfneich 2005; Huvaere and Skibsted 2009; Pattison 

et al. 2012). 

Figura 9: Oxidación de aminoácidos inducida por ROS. Oxidación de tirosina (A), fenilalanina (B), histidina 

(C) y cisteína (D). Adaptado de Stadtman and Levine 2003; Quiney et al. 2011; Kim et al. 2015. 

La agregación de cristalinas inducida por fotooxidación, mediada por especies reactivas 

de oxígeno o no, se ha estudiado ampliamente. Estudios in vivo en lentes de modelos 

animales con absorción de la radiación UV similar a los lentes humanos, mostraron la 

agregación de proteínas solubles, la aparición de péptidos de bajo peso molecular, y un 

incremento en los niveles de proteínas insolubles. Además, se observó un cambio en las 
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propiedades fluorescentes de las cristalinas debido a una disminución del contenido de 

triptófanos y se evidenció un aumento en la fluorescencia de otros fluoróforos (Muranov 

et al. 2011; Moran et al. 2013; Schafheimer and King 2013). Por otra parte, se ha 

reportado que la agregación de cristalinas es inducida por la formación de oxígeno 

singlete, que oxida regiones de la cristalina y además causa daños en enzimas del 

cristalino como la aldehído deshidrogenasa, gliceraldehído-3-P deshidrogenasa, poliol 

deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa y la glutatión reductasa (Jedziniak et al. 1987; 

Frederik 1991). Esta oxidación también ocurre por fotooxidación directa del triptófano 

(Dillon et al. 1976; Goosey et al. 1980; Frederik 1991). Las proteínas oxidadas son más 

ácidas y tienen propiedades químicas distintas. Las familias de cristalinas más afectadas 

son las α, seguidas por las β y finalmente las γ (Ortega 2001).  

Las proteínas α-cristalinas actúan como chaperonas moleculares y previenen la 

agregación de proteínas estructurales (Artigas 2015). Algunos autores han propuesto 

que los fragmentos derivados de las cristalinas oxidadas pueden interferir en la actividad 

chaperona de las alfa cristalinas incrementando la cantidad de proteínas insolubles.  

Además, estos fragmentos peptídicos pueden actuar como anti-chaperonas que se unen 

a las proteínas parcialmente desplegadas o dañadas, promoviendo su agregación (Sean 

et al. 2013).  

Las beta cristalinas, pueden sufrir daños en su estructura como resultado de la 

exposición a la radiación UV. La radiación UV provoca la pérdida de la estructura nativa 

tridimensional de las beta cristalinas y conduce a la formación de agregados (Ostrovsky 

et al. 2002; Sergeev et al. 2005; Muranov et al. 2011). Además, algunos aminoácidos 

como metioninas y triptófanos pueden sufrir oxidación (Muranov et al. 2011). La 

fotooxidación de los triptófanos de estas proteínas conduce a la formación de N-

formilquinurenina y especies relacionadas (Andley and Clark 1989). Las beta cristalinas, 

como las β2 y β3 después de su exposición a la radiación UV, pueden sufrir la ruptura 

de los puentes salinos de superficie, así como la oxidación de cisteínas a ácido cisteico 

(Andley and Clark 1989).   

Las gamma y las beta cristalinas tienen una estructura con dos dominios de llave griega 

y cada dominio posee dos triptófanos orientados hacia el interior de la proteína.  En la 
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HgD se ha determinado, a partir de mutantes simples de cada triptófano, que los 

triptófanos 42, 68, 130 y 156 poseen eficiencias cuánticas diferentes. La eficiencia 

cuántica de W42F (0.13 +/-0.01) y W130F (0.17 +/-0.02) es mayor que la eficiencia 

cuántica de la HgD (0.058 +/-0.006); mientras que W68F (0.0076 +/-0.0008) y W156F 

(0.0099 +/-0.001) tienen una eficiencia cuántica menor que la de HgD (Chen et al. 2006; 

Chen et al. 2009). Sin embargo, la intensidad de fluorescencia de la proteína es menor 

de lo que se esperaría al estar los cuatro Trps presentes. Esto se debe a que la 

fluorescencia del Trp 42 está apagada por el Trp 68 y la fluorescencia del Trp 130 está 

apagada por el Trp 156. Así, en el estado nativo, la fluorescencia de los triptófanos de 

HgD y HgS está eficientemente apagada por transferencia electrónica habilitada 

electrostáticamente a una amida de cadena principal de los aminoácidos vecinos (Chen 

et al. 2006). Esta desactivación del estado excitado minimiza la ruptura del anillo de Trp 

(Chen et al. 2009).   

A pesar de este mecanismo protector, la exposición prolongada a la radiación UV termina 

por inducir fotoxidación y agregación, pues los daños que sufre la estructura nativa de 

las proteínas conducen al desplegamiento parcial o total resultando en precursores para 

la formación de agregados (Dobson 2003; Xie et al. 2012). Por ejemplo, luego de exponer 

a HgD a radiación UV-B por 6 horas, se observa la oxidación de Trps y 

subsecuentemente la ruptura de enlaces peptídicos por migración de radicales desde las 

cadenas laterales de los residuos aromáticos hacia la cadena principal (Sean et al. 2013). 

También se ha descrito que la exposición prolongada a la radiación UV puede provocar 

la formación de enlaces disulfuro y la exposición de residuos hidrofóbicos, haciendo a 

las proteínas más propensas a la agregación. Los agregados formados durante los 

tiempos cortos de exposición a la radiación UV pueden sufrir una sobre-agregación, es 

decir, a partir de estos agregados pequeños se pueden formar agregados más grandes 

(Xie et al. 2011). Por otro lado, si bien existen pocos reportes de la formación de fibras 

amiloides en cataratas, se ha observado su formación in vitro en cristalinas bajo 

condiciones de pHs ácidos o fotooxidación (Papanikolopoulou et al. 2008; Moran et al. 

2012). El mecanismo propuesto de formación de fibras amiloides involucra cambios 

conformacionales que conducen a la pérdida de la conformación nativa de llave griega 

(Schafheimer et al. 2014). 
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En este trabajo se exploró el efecto de dosis bajas de radiación UV-A en la proteína HgD, 

para observar los daños y cambios iniciales inducidos por la fotooxidación.  Además, se 

evaluó el papel protector de los Trps en la HgD. Teniendo en cuenta que los mecanismos 

de apagamiento de la fluorescencia son muy sensibles a cambios en la conformación y 

el número de Trps (Chen et al. 2009), es importante entender los mecanismos de 

fotoionización y de apagamiento de la proteína. 
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2. HIPÓTESIS 

Los triptófanos de la proteína HgD son esenciales para evitar el daño inducido por la 

exposición a radiación UV y evitan la agregación de HgD. 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general  

Evaluar el papel de los triptófanos en la agregación de la proteína HgD inducida por 

radiación UV-A. 

3.2 Objetivos específicos 

1. Determinar la intensidad de la luz emitida por la lámpara de luz ultravioleta y elegir 

la dosis óptima para el estudio. 

2. Sobreexpresar y purificar la proteína HgD y sus variantes de triptófano. 

3. Evaluar las cinéticas de agregación inducida por radiación UV de las proteínas. 

4. Evaluar cambios en la estructura secundaria de las proteínas luego de exponerlas 

a radiación UV. 

5. Evaluar la presencia de modificaciones covalentes en la proteína HgD luego de 

someterla a diferentes dosis de radiación UV-A. 
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4. METODOLOGÍA 

4.1 Determinación de la intensidad de la luz emitida por la lámpara ultravioleta. 

Para determinar la cantidad de fotones de una lámpara UV se cuantificó la fotoreducción 

del ferrioxalato de potasio al complejo Fe(II)-ortofenantrolina, por exposición a radiación 

UV de 302 nm (Figura 10) (Parker 1953; Castillo-Rojas 2007).  

Figura 10. Mecanismo de fotoformación del complejo Fe(II) con ortofenantrolina. 

Para la reacción se prepararon las siguientes disoluciones 

A: 50 mL de ácido sulfúrico 0.2 M.  

B: 25 mL de ortofenantrolina a 0.15 % (P/V). 

C: 40 mL de acetato de sodio 1.8M y 4 mL de ácido sulfúrico 0.2 M.  

D: 25 mL de ferrioxalato de potasio 0.23 mM con 15 mL de ácido sulfúrico 0.2 M.  

Como blanco se utilizó una mezcla de 1 mL de la disolución D, 2 mL de C y 1 mL de B, 

la celda se tapó con parafilm, se agitó manualmente y se dejó en reposo a temperatura 

ambiente por 30 min. Las muestras se prepararon adicionando 1 mL de la solución D a 

una celda, se irradió por 1 min, se le adicionaron 2 mL de C y 1 mL de B, se tapó y agitó 

2Fe3+(C2O4)3
-3

hv
2Fe2+C2O4

     +    3C2O4
-2    +    2CO2

Ferrioxalato Ferrioxalato reducido
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N

N

N
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N
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N
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manualmente, se dejó en reposo a temperatura ambiente por 30 min, se colectó un 

espectro de absorción entre 340 y 900 nm. El procedimiento se repitió en muestras recién 

preparadas, irradiando por 2, 3, 4 y 5 minutos. Este ensayo se realizó en un 

espectrofotómetro Genesis UV-Vis Biomate 160, a velocidad media e intervalo de 

medición de 1 nm y se utilizaron celdas de metacrilato. Como fuente de radiación UV, se 

empleó una lámpara de mercurio de 302 nm, la muestra se colocó a 21 cm de la lámpara 

en una caja negra, sin entrada de luz externa. El ensayo se realizó por triplicado.   

Usando el coeficiente de extinción molar del complejo Fe(II)-ortofenantrolina, Ɛ=11836 

L/mol•cm, 1 cm de paso óptico y las absorbancias a 510 nm, se calculó la concentración 

del complejo y a partir de estás y con la ecuación (1) se calculó la intensidad de la 

lámpara. En la ecuación ∅ es el rendimiento cuántico de formación del complejo a la 

longitud de onda de trabajo (∅=1.23), el t es el tiempo de irradiación y Na es el número 

de Avogadro (6.023*1023 moléculas/mol). 

𝐼𝑟𝑎𝑑𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
[𝐹𝑒2+]

∅∗𝑡
∗ 𝑁𝑎             (1) 

4.2 Sobreexpresión de HgD y sus variantes. 

Se partió de plásmidos pQE-1 subclonados con el gen de la HgD y con la secuencia de 

genes con sustituciones simples de cada triptófano de la HgD por fenilalanina (W42F, 

W68F, W130F, W142F). Estos plásmidos fueron donados por el Dr. Jonathan King y se 

enviaron a secuenciar para verificar su secuencia. La HgD y sus variantes se expresaron 

en Escherichia coli BL21(DE3)-RIL, resistentes a cloranfenicol. La transformación de las 

células con el plásmido le confiere además resistencia a la ampicilina. 

La transformación se realizó adicionando 1 µL de plásmido a 100 µL de células de E. coli 

BL21(DE3)-RIL, se dejó reposar por 30 min en hielo. Para la permeabilización fueron 

incubadas a 44 °C por 90 segundos e inmediatamente se pusieron en hielo durante 2 

minutos. Luego se agregaron 200 µL de medio YT2x y se incubó a 250 rpm y 37 °C por 

1,5 h. Luego se plaquearon 40 µL de las células transformadas en una caja Petri con 

agar LB con 100 µg/mL de ampicilina y 30 µg/mL de cloranfenicol, la caja se incubó por 

16 horas a 37 °C.  
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Del cultivo anterior, se tomó una colonia y se inoculó 1 L de cultivo LB con 100 µg/mL de 

ampicilina y 30 µg/mL de cloranfenicol, se incubó a 200 rpm y 37 °C hasta que se alcanzó 

una densidad óptica de ~0.9 a 600 nm. Para inducir la sobreexpresión de las proteínas 

se utilizó 1 mM de Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), se incubó toda la noche 

a 25 °C y 200 rpm. Luego, el cultivo se centrifugó a 4000 rpm y 4 °C por 30 min, se 

decantó el sobrenadante y el botón fue resuspendido en 40 mL de buffer 10 mM de 

acetato de amonio, 50 mM de cloruro de sodio y pH 7.2. Finalmente, las células se 

congelaron súbitamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -70 °C. 

4.3 Purificación de HgD y sus variantes. 

Las células se descongelaron y sonicaron a una amplitud de 30 %, 1 min en ON y 5 min 

en OFF por 1 h hasta 10 repeticiones en un Ultrasonic Processor vibra cellTM. Las células 

sonicadas se centrifugaron a 11855 rpm por 45 min a 4 °C en la centrífuga Beckman 

CoulterTM. Se recuperó el sobrenadante y se adicionó sulfato de amonio con agitación 

constante a 4 °C, hasta alcanzar una concentración de 30 % P/V, se dejó en agitación a 

4 °C por 15 min. Se recuperó el sobrenadante por centrifugación a 17000 g y 4 °C por 

20 min. Al sobrenadante se le adicionó sulfato de amonio, hasta alcanzar una 

concentración de 50 % P/V y se dejó agitando a 4 °C por 15 min. El botón se recuperó 

por centrifugación a 17000 g y 4 °C por 20 min. Luego se resuspendió en 10 mL de buffer 

10 mM de acetato de amonio y 50 mM de cloruro de sodio a pH 7.2. Se realizó una última 

centrifugación a 17000 g y 4 °C por 20 min.  Finalmente, el sobrenadante se filtró a través 

de una membrana de 0.22 µm y se aplicó en una columna de exclusión molecular 

SuperdexTM 200 equilibrada con buffer 10 mM de acetato de amonio y 50 mM de cloruro 

de sodio a pH 7.2. En cada paso descrito se tomaron muestras y se analizaron por SDS-

PAGE al 14 %. La concentración de las proteínas se determinó con los coeficientes de 

extinción molar a 280 nm, 41200 cm-1M-1 para HgD, 37735 cm-1M-1 para las cuatro 

variantes de la proteína. Los coeficientes de extinción se calcularon en el servidor Expasy 

(https://www.expasy.org/). 

4.4 Cinéticas de agregación  

Se evaluaron las cinéticas de agregación inducidas por radiación UV a diferentes 

concentraciones de HgD y diferentes tiempos de exposición a la luz. Se probó la proteína 

https://www.expasy.org/
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a 50 μM, 30 μM y 25 μM en buffer 10 mM de acetato de amonio y 50 mM de cloruro de 

sodio a pH 7.2. Además, se irradió durante 30 min, 15 min, 10 min y 5 min. Una vez 

estandarizadas las condiciones de concentración de proteína y tiempo de exposición a 

la radiación, las variantes de Trp se analizaron a una concentración 25 μM y 15 minutos 

de irradiación.  

Además, se evaluó el papel del oxígeno en el daño inducido por la radiación. Para esto, 

las muestras se prepararon en atmósfera inerte. Se prepararon las proteínas a 25 μM en 

buffer 10 mM de acetato de amonio y 50 mM de cloruro de sodio a pH 7.2 en una celda 

de cuarzo con paso óptico de 1 cm, completamente hermética. Las muestras se 

sometieron a 5 ciclos de burbujeó de nitrógeno gaseoso de alta pureza por 1 min y 1 min 

de vacío. Luego, se irradió la muestra por 15 min. 

Las cinéticas de agregación se evaluaron siguiendo el aumento en la turbidez a 405 nm, 

sin agitación y 37 °C durante toda la noche en celdas de cuarzo con paso óptico de 1 

cm. 

El orden de la reacción se determinó asumiendo el modelo más simple de un monómero 

(M) convirtiéndose en un oligómero (A). Se construyeron las gráficas [A] vs t; ln[A] vs t; y 

1/[A] vs t para observar la tendencia y determinar el orden de la reacción. En todos los 

casos [A] es la medida de turbidez y t es el tiempo en minutos. 

Las cinéticas se ajustaron a la ecuación de Boltzmann o a un incremento exponencial, 

dependiendo de la tendencia. Con este ajuste se determinaron las constantes de 

velocidad y los tiempos de vida media. Todas las cinéticas se corrieron por triplicado, 

además se realizó un análisis de probabilidad usando la distribución de t de Student. 

4.5 Evaluación de cambios en la estructura secundaria. 

La estructura secundaria de las proteínas irradiadas con UV y sin irradiar se evaluó por 

dicroísmo circular. Se utilizó una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso óptico y una 

concentración 25 μM de proteína en buffer 10mM de acetato de amonio y 50 mM de 

cloruro de sodio a pH 7.2. Las mediciones se realizaron desde 190 hasta 250 nm en un 

espectropolarímetro JASCO 1500. Se usó un ancho de banda de 10nm y una velocidad 
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de 100 nm/seg. Se utilizó el servidor BeStSel (https://bestsel.elte.hu/index.php) para la 

deconvolución de los datos de elipticidad.  

4.6 Evaluación de cambios conformacionales. 

Para evaluar si la radiación UV induce desplegamiento de las proteínas, se evaluaron 

sus espectros de emisión en un espectrómetro de luminiscencia AMINCO-Bowman Serie 

2. Se utilizó una celda de cuarzo de 1 cm de paso óptico y una concentración 25 μM de 

proteína en buffer 10 mM de acetato de amonio y 50 mM de cloruro de sodio a pH 7.2.  

Las proteínas se irradiaron con dosis sucesivas de 15 min por 2 h. Cada 15 minutos se 

colectó un espectro de fluorescencia, excitando a 295 nm y colectando espectros de 

emisión entre 300 nm y 500 nm. 

4.7 Evaluación de cambios covalentes 

Para determinar si la radiación UV indujo fotoionización, 2 mL de la proteína HgD a una 

concentración 25 μM en buffer 10 mM de acetato de amonio y 50 mM de cloruro de sodio 

a pH 7.2 se irradió a 302 nm, con dosis sucesivas de 15 min por 1 h. Cada 15 minutos 

se tomó una alícuota de la muestra y se colectó un espectro de masas para determinar 

el ion molecular. Los espectros se colectaron en un espectrómetro de masas LC-MS 1-

Orbitrap Velos Thermo Scientific, acoplado a un Thermo ScientificTM DionexTM 

UltiMateTM 3000 RSLC Nano System Flow Software para determinar la masa molecular. 

Antes de colectar el espectro, la muestra se desaló con una microcolumna C18, Z720046 

Millipore® Ziptips. Se realizó la deconvolución automática y se determinó la masa 

molecular utilizando el algoritmo Xtract, Xcalibur, Thermo Scientific. 

Posteriormente se irradió el volumen remanente de las muestras en presencia de 

oxígeno y en atmósfera inerte por 15 min. Se usaron 30 μL de cada muestra y se les 

realizó el mismo procedimiento que la muestra sin irradiar para desalar, secar y 

determinar la masa molecular. Se realizaron repeticiones de la exposición a 15 min de 

radiación UV seguidos del desalado y determinación hasta alcanzar la acumulación de 1 

h de exposición para ambas condiciones (presencia de oxígeno y atmósfera inerte). Los 

espectros de masas fueron adquiridos en una ventana de full scan m/z 350-2000, 60000 

resolución.  

https://bestsel.elte.hu/index.php
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5. RESULTADOS  

5.1 Determinación de la intensidad de la luz emitida por la lámpara UV. 

La determinación de la intensidad de la lámpara es importante pues permite cuantificar 

la dosis de radiación a la que se expone una muestra por unidad de tiempo. Los 

espectros de fotoformación del complejo Fe(II)-ortofenantrolina se muestran en la Figura 

11. Se observa el crecimiento de la banda de absorción alrededor de 511 nm a medida 

que aumenta el tiempo de exposición a la radiación ultravioleta. Las concentraciones del 

complejo formado se calcularon con la ecuación de Lambert-Beer y se muestran en la 

Tabla 2. A partir de estas concentraciones se calculó la intensidad de emisión de la 

lámpara UV y el valor obtenido fue de 1.52*1017 +/-1.33*1016 (
𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑢𝑚

𝑐𝑚3∗𝑠
).  

Figura 11: Espectros de absorción de la formación del complejo Fe(II)-ortofenantrolina con diferentes 

tiempos de exposición (A). Gráfica de absorbancia a 511 nm contra el tiempo de radiación de ferrioxalato 

para formar el complejo (B). 

Tabla 2: Concentraciones del complejo Fe(II)-ortofenantrolina. 

Tiempo de radiación (s) Absorbancia a 511 nm [𝐹𝑒2+] =
𝐴511𝑛𝑚

Ɛ ∗ Ɩ
 

0 0.002 +/-0.003  2.24*10-7 

60 0.234 +/-0.002 1.97*10-5 

120 0.489 +/-0.012 4.13*10-5 

180 0.679 +/-0.012 5.74*10-5 

240 0.789 +/-0.007 6.66*10-5 

300 1.006 +/-0.002 8.50*10-5 
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5.2 Sobreexpresión y purificación de HgD y sus variantes. 

En la Figura 12A se muestran SDS-page para evaluar la sobreexpresión, la lisis y la 

precipitación con sulfato de amonio de la proteína HgD. Es claro que la proteína se 

sobreexpresa bien y con buen rendimiento. El último carril del gel se aplicó en la columna 

de exclusión molecular (Figura 12B) y se evaluó la pureza de la proteína también por 

medio de un SDS-page (Figura 12C). Se puede observar que la proteína se obtiene pura 

y en cantidad suficiente para realizar los experimentos posteriores. 

Para las mutantes de Trp también se observaron sobrexpresiones y lisis exitosas (Figura 

13). Además, se obtuvieron todas las proteínas puras y en concentración suficiente para 

realizar los experimentos (Figura 14).  

Figura 12: (A): SDS-PAGE al 14 % de la sobreexpresión y precipitación de HgD. Las muestras fueron 
cargadas en el siguiente orden; MP: marcador de peso molecular; AI: antes de inducir; DI: después de 
inducir; PS: botón del sonicado; SS: sobrenadante del sonicado; P30: botón con 30 % sulfato de amonio; 
S30: sobrenadante con 30 % sulfato de amonio; S50: sobrenadante con 50 % sulfato de amonio; P50: 
botón con 50 % sulfato de amonio; PC: botón de P50 luego de resuspender y centrifugar; SC: sobrenadante 
de PC luego de resuspender y centrifugar. (B) Cromatograma de la elución de SC. (C) SDS-PAGE de las 
últimas fracciones eluidas en la columna de exclusión molecular; los números en el gel indican la fracción 
cromatográfica. 
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Figura 13: SDS-PAGE al 14 % de la sobreexpresión y precipitación de las mutantes de triptófano. Las 
muestras fueron cargadas en el siguiente orden; MP: marcador de peso molecular; AI: antes de inducir; 
DI: después de inducir; PS: botón del sonicado; SS: sobrenadante del sonicado; P30: botón con 30 % 
sulfato de amonio; S30: sobrenadante con 30 % sulfato de amonio; S50: sobrenadante con 50 % sulfato 
de amonio; P50: botón con 50 % sulfato de amonio; PC: botón de P50 luego de resuspender y centrifugar; 
SC: sobrenadante de PC luego de resuspender y centrifugar. 
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Figura 14: Purificación de las mutantes de Trp. Cromatograma de exclusión molecular de las fracciones 
colectadas en la purificación de W42F, W68F, W130F y W156F (Paneles de la Izquierda). Electroforesis 
SDS-PAGE de las últimas fracciones cromatográficas (Paneles de la derecha).  

5.3 Optimización de los parámetros de las cinéticas de agregación. 

Con el fin de encontrar las condiciones en las que se observen las cinéticas completas, 

desde el tiempo cero, se probaron diferentes concentraciones de proteína y diferentes 

tiempos de irradiación. Se inició con 50 μM de HgD irradiada durante 10, 15 y 30 minutos. 

En la Figura 15 se observa que, con estas condiciones, al iniciar la colecta de datos, la 

cinética está en la fase final y sólo se observa la fase de decaimiento, que corresponde 

a la sedimentación de los agregados. Para obtener los datos iniciales de la cinética, se 
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bajó la concentración de la proteína a 30 μM y se irradió por 5, 10 y 15 minutos (Figura 

15), sólo la condición de 5 minutos de irradiación permitió ver el inicio de la agregación. 

Finalmente, se probó la proteína a una concentración 25 μM y tiempos de irradiación de 

5, 10 y 15 minutos. En este caso la condición de irradiación por 15 minutos mostró el 

mejor comportamiento en la cinética, por lo que se escogió para realizar las cinéticas de 

todas la mutantes. Este tiempo de irradiación equivale a 1.37*1020 quantum/cm3. 

Figura 15: Cinéticas de agregación de HgD. Cinéticas a diferentes tiempos de irradiación y diferentes 
concentraciones de proteína. 

5.4 Efecto de las mutaciones en la estructura secundaria y la cinética de 

agregación de las proteínas. 

Para evaluar el efecto de la sustitución de un Trp por Phe en las posiciones 42, 68, 130 

y 156 de HgD, se colectaron espectros de dicroísmo circular. Se puede observar en la 

Figura 16 que todos los espectros presentan una señal negativa cercana a los 220 nm 

y una señal positiva alrededor de 205 nm, características de estructuras ricas en hojas 

beta. Además, el análisis de deconvolución indica que los porcentajes de estructura 

secundaria no varían (Tabla 3). Por lo tanto, la sustitución de cualesquiera de los Trp 

por Phe no induce cambios en la estructura secundaria de HgD.  

Por otra parte, la comparación de las cinéticas de agregación de HgD y las mutantes 

de Trp sin irradiar muestran que la cinética de agregación de HgD presenta una 

tendencia sigmoidal y se mantiene soluble hasta 500 min. Las mutantes, por el 

contrario, presentan cinéticas con tendencia exponencial y comienzan a agregarse 

desde los primeros minutos. Esto indica que la sustitución de cualesquiera de los Trps 

en las posiciones mencionadas en el párrafo anterior hace que la proteína sea más 

propensa a la agregación, siendo la sustitución de los Trp 130 y 156 los que inducen 
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mayores efectos en este sentido. 

Figura 16: (A) Espectros de dicroísmo circular y (B) Cinéticas de agregación por turbidez de las proteínas 
HgD (negro), W42F (rojo), W68F (azul), W130F (magenta) y W156F (verde).  

 
Tabla 3: Porcentaje de estructura secundaria de las proteínas estimados por BeStSel a partir de los 
espectros de dicroísmo circular. 

Proteína 
% de estructura secundaria estimada 

Hoja β antiparalela Giro Otras 

HgD 42.3 13.2 44.4 

W42F 41.8 13.6 44.7 

W68F 42.8 13.2 44.0 

W130F 43.7 13.5 42.8 

W156F 41.1 13.5 45.4 

 

Las cinéticas se ajustaron a la ecuación de Boltzman (Amax+(Amin-Amax)/(1+exp((t-t1/2)/dt))) 

o a la de decaimiento exponencial (Amax+A*exp(-t/t1/2)), según el caso, para estimar los 

valores de tiempo de vida media (t1/2) del monómero y las constantes de velocidad de 

agregación (Figura 17A); además se analizó el orden de la cinética de agregación. Se 

asumió una reacción elemental en la cual el reactivo inicial es el monómero (M) y el 

producto de la reacción es el agregado (A). En este caso, se midió, por turbidez, cómo 

se forma A. Al graficar ln[A] vs t (Figura 17B) se obtuvo una tendencia lineal, por lo tanto, 

las cinéticas de agregación son de primer orden. 
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Figura 17: Gráfico representativo del ajuste de Boltzmann (A) para determinar el tiempo de vida medio y 
(B) ajuste ln[A] vs t para determinar el orden de la reacción de las cinéticas obtenidas. 

La Tabla 4 muestra el promedio de los valores del tiempo de vida media (t1/2) del 

monómero y de las constantes de velocidad de agregación (k) obtenidos para cada 

proteína sin exposición a radiación UV. El mayor t1/2 se obtuvo para la HgD; todas las 

mutantes presentaron t1/2 significativamente menores que HgD y k significativamente 

mayores.  

Tabla 4: Valores cinéticos de la agregación de las proteínas sin irradiar. 

Proteínas t ½ (min) k (10-3 min-1) 

HgD 594.96 ±34.89 1.17 ±0.07 

W42F 214.91 ±34.77*** 3.28 ±0.53** 

W68F 306.53 ±83.99** 2.39 ±0.69* 

W130F 93.46 ±4.65*** 7.43 ±0.36*** 

W156F 104.64 ±28.22*** 6.92 ±0.16** 

*Diferencias estadísticamente significativas entre HgD y las mutantes de Trp (p ≤ 0.05) 
**Diferencias estadísticamente muy significativas entre HgD y las mutantes de Trp (p ≤ 0.01) 
***Diferencias estadísticas extremadamente significativas entre HgD y las mutantes de Trp (p ≤ 0.001) 
 

5.5 Efecto de la radiación UV en la estructura secundaria y la cinética de 

agregación de las proteínas. 

En la Figura 18 se muestran los espectros de dicroísmo circular de las proteínas luego 

de ser irradiadas por 15 minutos. Se siguen observando las bandas características de 

estructura rica en hojas beta, una señal negativa cercana a 220 nm y una señal positiva 

alrededor de 205 nm. La deconvolución de los espectros (Tabla 5) indica que las 

proteínas no sufren cambios en estructura secundaria inmediatamente después de ser 

irradiadas.  
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Por otra parte, luego de irradiar a las proteínas por 15 minutos, las cinéticas de 

agregación se aceleraron comparadas con las cinéticas de las proteínas sin irradiar 

(Figura 18), pues los valores del tiempo de vida media (t1/2) son significativamente más 

bajos y las constantes de velocidad significativamente mayores (Tabla 6). Los cambios 

más grandes se observan para las mutantes W130F y W156F. A pesar de las diferencias 

descritas, todas las cinéticas son de primer orden (Figura 19). 

Figura 18: Espectros de dicroísmo circular (paneles a la izquierda) y cinéticas de agregación (paneles a 
la derecha) de las proteínas sin irradiar y luego de su exposición a 15 min de radiación UV. Los círculos 
llenos se corresponden a las proteínas sin irradiar y los círculos vacíos a las proteínas irradiadas.  
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Tabla 5: Porcentaje de estructura secundaria de las proteínas sin irradiar e irradiadas, estimado en 
BeStSel. 

Proteínas 
% de estructura secundaria estimada 

Hoja β antiparalela Giro Otras 

HgD sinRUV 42.3 13.2 44.4 

HgD RUV 42.5 13.5 44.1 

W42F sinRUV 41.8 13.6 44.7 

W42F RUV 43.0 13.4 43.6 

W68F sinRUV 42.8 13.2 44.0 

W86F RUV 43.3 13.1 43.5 

W130F sinRUV 43.7 13.5 42.8 

W130F RUV 44.7 13.8 41.5 

W156F sinRUV 41.1 13.5 45.4 

W156F RUV 42.7 13.3 44.1 

 

Figura 19: Gráfico representativo del ajuste de decaimiento exponencial de la cinética de agregación de 
HgD (A) para determinar el tiempo de vida media y la constante de velocidad; (B) ajuste ln[A] vs t para 
determinar el orden de la cinética de una de las réplicas de HgD. No hay corrección debido a la dispersión 
de la luz. 

Tabla 6: Valores cinéticos de la agregación de las proteínas irradiadas y sin irradiar. 

Proteínas 
t ½ (min) k (10-3 min-1) 

Sin irradiar Irradiada Sin irradiar Irradiada 

HgD 594.96 ±34.89 121.75 ±11.52** 1.17 ±0.07 5.73 ±0.51** 

W42F 214.91 ±34.77 63.70 ±28.51* 3.28 ± 0.53 12.18 ±4.37 

W68F 306.53 ±83.99 60.07 ±10.93* 2.39 ±0.69 11.80 ±2.20* 

W130F 93.46 ±4.65 45.30 ±7.21* 7.43 ±0.36 15.54 ±2.28* 

W156F 104.64 ±28.22 39.67 ±10.53* 6.92 ±1.67 18.24 ±4.35* 

*Diferencias estadísticamente significativas entre HgD y las mutantes de Trp (p ≤ 0.05) 
**Diferencias estadísticamente muy significativas entre HgD y las mutantes de Trp (p ≤ 0.01) 
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5.6 Efecto de la radiación UV en la estructura terciaria de las proteínas. 

Para evaluar si la radiación induce cambios en el plegamiento de las proteínas, se colectó 

el espectro de fluorescencia de los Trp luego de irradiar a las proteínas a UV desde 15 

minutos hasta 2 horas. El máximo de fluorescencia reportado para HgD en estado 

plegado es de 325 a 330 nm y 350 a 360 nm en el estado desplegado (Kosinski and King 

2002; Chen et al. 2006). La Figura 20A muestra los cambios en el espectro de 

fluorescencia de HgD, es claro que a medida que aumenta la dosis de radiación, el 

máximo de emisión no se mueve, lo que indica que la radiación no induce cambios en el 

ambiente químico de los Trps. Sin embargo, se observa un decaimiento en la intensidad 

de fluorescencia y la aparición de una nueva banda de emisión a 452 nm. Esto sugiere 

que el Trp se fotooxida en otro compuesto que fluoresce. 

Las intensidades de las dos bandas de emisión se normalizaron y se graficó la tendencia 

de crecimiento de la señal a 452 nm y el de decaimiento de la señal a 330 nm, contra el 

tiempo de exposición a la radiación (Figura 20B). Las dos tendencias se interceptan en 

tin = 45 minutos. Esto se puede interpretar como que, a los 45 minutos de exposición a 

la radiación, la mitad de la población de HgD permanecerá en su estructura nativa y el 

otro 50 % formará el nuevo compuesto.  

Figura 20: Espectros de emisión de fluorescencia de HgD con diferentes dosis de radiación (A). Tendencia 
de los máximos de emisión contra el tiempo (B). 

Los espectros de fluorescencia de las mutantes de Trp (Figura 21) presentan su máximo 

de emisión alrededor de 330 nm y luego de ser irradiadas por 15 minutos hasta 2 h, no 

muestran corrimiento de su máximo a menores energías. Pero, al igual que HgD, 

presentan disminución en la intensidad de emisión y la aparición de una nueva banda de 
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emisión a 452 nm. Lo que indica que, en las mutantes, el Trp también se fotooxida y 

forma otro compuesto fluorescente.   

Para las mutantes W42F y W68F, las gráficas de las tendencias de crecimiento de la 

señal a 452 nm y decaimiento de la señal a 330 nm, contra el tiempo (Figura 21) se 

interceptan en tin = 45 minutos, al igual que HgD. Pero, para las mutantes W130F y 

W156F presentan tin de 60 min y 30 min, respectivamente.  

Figura 21: Espectros de emisión de fluorescencia de las mutantes de triptófano con diferente dosis de 
radiación. El recuadro dentro de cada panel muestra la tendencia de los máximos de emisión a ~330 nm 
(círculo lleno) y ~452 nm (círculo vacío). 

El cociente IF330/IF452 (Intensidad de fluorescencia de la señal a 330 nm/ intensidad de 

fluorescencia de la señal a 452 nm) puede dar información sobre la estequiometría de 

decaimiento del precursor, en este caso el Trp, y la formación del nuevo fluoróforo. Esta 

estequiometría es indicativa de qué tanto debe decaer la intensidad a 330 nm (intensidad 

del precursor) para que ocurra un incremento en la intensidad a 452 nm (intensidad de 

fotoproducto) correspondiente a la formación de este fotoproducto. El cociente de HgD 

es 2, lo que indica que requiere que el precursor decaiga dos veces su intensidad para 
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que se obtenga un incremento en la intensidad del nuevo fluoróforo. Para W130F y 

W156F el cociente es 3, es decir que se requiere que el precursor decaiga 3 veces en 

intensidad para obtener la interconversión al fotoproducto. Las mutantes W42F y W68F 

tienen cocientes de 4 y 6, por lo que requieren un mayor decaimiento del precursor para 

lograr dicha interconversión. Por lo tanto, la proteína HgD es la más eficiente para 

generar fotoproductos, seguida por las mutantes W130F y W156F. 

5.7 Efecto de la radiación UV en la cinética de agregación de las proteínas en 

ausencia de oxígeno. 

Dado que se observó la formación de fotoproductos, se evaluó el papel del oxígeno en 

esta fotooxidación, por lo que se repitieron las cinéticas de agregación inducidas por 

radiación UV, en atmósfera inerte. La Figura 22 muestra las cinéticas de agregación para 

las proteínas HgD y las mutantes de Trp en las condiciones descritas. La tendencia de 

las cinéticas en atmósfera inerte es muy parecida a la de las cinéticas en presencia de 

oxígeno, los tiempos de vida media y las constantes de velocidad no cambian 

significativamente entre estas dos condiciones (Tabla 7) y tampoco lo hace el orden de 

la reacción.  

Tabla 7: Valores cinéticos de la agregación inducida por radiación UV de HgD y sus mutantes de 
triptófano.  

Proteínas 
t ½ (min)  k (10-3 min-1)  

Con oxígeno Sin oxígeno Valor p* Con oxígeno Sin oxígeno Valor p* 

HgD 121.75 ±11.52 78.57 ±22.47 0.16 5.73 ±0.51 9.40 ±3.07 0.22 

W42F 63.70 ±28.51 66.42 ±7.26 0.87 12.18 ±4.37 10.53 ±1.22 0.53 

W68F 60.07 ±10.93 64.02 ±18.17 0.83 11.80 ±2.20 11.36 ±2.80 0.89 

W130F 45.30 ±7.21 52.16 ±7.72 0.13 15.54 ±2.28 13.49 ±2.02 0.16 

W156F 39.67 ±10.53 35.34 ±4.58 0.63 18.24 ±4.35 19.82 ±2.40 0.68 

*análisis t-student comparando cada proteína irradiada en presencia y ausencia de oxígeno 
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Figura 22: Cinéticas de agregación de la HgD y sus variantes de Trp sin radiación ultravioleta y luego de 

aplicarles 15 min de radiación UV en presencia y ausencia de oxígeno. Se muestran en círculos llenos las 

cinéticas sin radiación UV, en círculos vacíos luego de irradiarlas y en cuadrados vacíos luego de radiación 

UV en condición inerte. 

5.8 Efecto de la radiación UV en la estructura terciaria de las proteínas en 

ausencia de oxígeno. 

La Figura 23 muestra los cambios en el espectro de fluorescencia de HgD luego de 

irradiarla ante UV en ciclos de 15 minutos en atmósfera inerte. No se observa 

corrimiento del máximo de emisión, es decir que la radiación no induce cambios en el 

ambiente químico de los Trps. En esta condición no se observa la aparición de una 

nueva señal de emisión. 
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Figura 23: Espectros de emisión de fluorescencia de la proteína HgD con diferentes dosis de radiación 
UV.  En presencia (A) y ausencia (B) de oxígeno. 

En el caso de las mutantes de Trp se observó básicamente lo mismo que para HgD, en 

atmósfera inerte la radiación UV no induce cambios en el ambiente químico de los Trps 

y no se observa la formación de una nueva banda de emisión (Figura 24).  

Figura 24: Espectros de emisión de fluorescencia de las mutantes de triptófano con diferentes dosis de 
radiación UV en ausencia de oxígeno. 
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5.9 Cambios covalentes en HgD después de su exposición a la radiación UV en 

presencia y ausencia de oxígeno. 

En la Figura 25A se muestra el espectro de masas de los iones precursores obtenidos 

para la proteína HgD sin irradiar. La deconvolución de este espectro muestra un ion 

molecular de 20605.87 m/z (Figura 25B) que corresponde con la masa molecular de 

HgD (Ma et al. 1998; Hanson et al. 1998; Anderson et al. 2019).  

Figura 25: Espectro full scan de los iones precursores (A) y espectro obtenido luego de la deconvolución 
(B) para la proteína HgD sin irradiar.  

Luego de irradiar a la proteína durante 15 minutos se colectó un nuevo espectro de 

masas. La Figura 26 muestra los espectros deconvolucionados de HgD en presencia 

de oxígeno (paneles de la izquierda) y en atmósfera inerte (paneles de la derecha), 

después de 15 y 30 minutos de exposición a la radiación UV. Luego de irradiar durante 

15 min, en el espectro se observa un nuevo pico de 20588.83 m/z (17 Da menos que el 

ion molecular). Una vez que la proteína se expuso una segunda vez a 15 min de 

radiación UV (30 min totales) se observó un incremento en la abundancia relativa de la 

señal de 20588.83 m/z, así como la aparición de nuevas señales de +16, +32, +48, +64 

Da del ion molecular. En la Figura 27 se muestra una ampliación del espectro para los 

30 min donde se ven más claramente estas señales. 

La Figura 28 muestra los espectros de masas deconvolucionados de HgD irradiada por 

45 y 60 minutos. Se observa un aumento en la abundancia relativa de la señal de -17 

Da a medida que se incrementó la exposición a la radiación, llegando a una abundancia 

relativa mayor que la abundancia relativa de HgD. Además, aumenta la abundancia 

relativa de las señales de +16, +32, +48, +64 Da y se observan juegos de señales 

diferentes o las mismas señales con variaciones en las intensidades relativas. 
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Figura 26: Espectros de masas deconvolucionados de HgD con diferentes dosis de radiación UV. Los 
paneles de la izquierda muestran los espectros obtenidos en presencia de oxígeno y los de la derecha 
muestran los obtenidos en condiciones inertes.  

 

Figura 27: Espectros de masas deconvolucionados de HgD irradiada 30 minutos. En presencia de 
oxígeno (espectro de la izquierda) y en ausencia (espectro de la derecha).  
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Figura 28 Espectros de masas deconvolucionados de HgD con diferentes dosis de radiación UV. Los 
paneles de la izquierda muestran los espectros obtenidos en presencia de oxígeno y los de la derecha 
muestran los obtenidos en condiciones inertes. 
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6. DISCUSIÓN 

La proteína HgD contiene cuatro triptófanos altamente conservados (Trp 42, Trp 68, Trp 

130 y el Trp 156), los cuales son los principales responsables de absorber la radiación 

UV a la que está expuesto el cristalino (Norledge et al. 1997; Bask et al. 2003; Chen et 

al. 2006). La fotooxidación de los residuos de triptófanos se ha descrito como uno de los 

factores precursores en la formación de cataratas, donde la exposición prolongada a la 

radiación UV puede provocar la ruptura y apertura del anillo indol. El resultado final puede 

inducir cambios conformacionales en la proteína que conducen a despegamiento parcial 

o total y la hacen precursora para la formación de agregados (Chen et al. 2009; Pattison 

et al. 2012; Serebryany et al. 2016). Como se ha descrito anteriormente, los triptófanos 

68 y 156 presentan eficiencias cuánticas mucho más bajas que los triptófanos 42 y 130, 

siendo la eficiencia cuántica de los triptófanos 42 y 130 unas 20 veces mayor que la de 

los triptófanos 68 y 156 (Chen et al. 2006; Chen et al. 2009). Esto se debe al apagamiento 

de la fluorescencia de los Trp 68 y 156 por las triadas Tyr55-His65-Tyr62 y Tyr143-

His122-Tyr150, respectivamente, por transferencia de energía, favoreciendo la 

disminución del tiempo de vida del estado excitado de la proteína y protegiendo del daño 

inducido por radiación UV (Kosinski-Collins et al. 2004; Chen et al. 2006). Además de 

este apagamiento, los Trps 42 y 130 sufren apagamiento por transferencia de energía 

hacia los Trps 68 y 130, respectivamente (Chen et al. 2006; Chen et al. 2008). 

En este trabajo se evaluó el efecto de dosis bajas de radiación en la agregación de la 

proteína HgD y las mutantes simples de Trp, W42F, W68F, W130F y W156F. Los 

estudios de dicroísmo circular y fluorescencia indican que la sustitución de los Trps no 

induce cambios en la estructura secundaria ni terciaria de la proteína. Sin embargo, sí 

hacen a la proteína más propensa a la agregación, en particular la sustitución de los 

Trps 130 y 156. Esta propensión a la agregación puede deberse a la pérdida de 

interacciones al sustituir los Trps por Phes, pues se ha reportado la importancia de estos 

residuos en la proteína HgD, que junto con las Tyr forman grupos que estabilizan el 

motivo de llave griega (Burley and Petsko 1985; Kong and King 2011, Hemmingsen et 

al. 1994; Kong and King 2011; Vendra et al. 2016). Estos grupos incluyen a los residuos 

Tyr-Trp-Tyr en cada dominio, Tyr55-Trp68-Tyr62 en el dominio N-terminal y Tyr143-
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Trp156-Tyr150, que en el dominio C-terminal (Kong and King 2011; Vendra et al. 2016). 

Además, la disposición de las cadenas laterales de estos aminoácidos aromáticos en 

el interior de la proteína propicia que la HgD adquiera una forma compacta (Schafheimer 

and King 2013; Vendra et al. 2016). Por lo tanto, la sustitución de un residuo de Trp por 

Phe, puede provocar modificaciones en la hidrofobicidad del interior de la proteína y 

conducir a cambios conformacionales que la hagan más propensa a la agregación. 

Además, se observó que luego de ser irradiadas, las proteínas no sufren cambios en 

estructura secundaria o terciaria, pero tienen cinéticas de agregación más rápidas. 

Todas las proteínas presentaron cinéticas de agregación de primer orden y las 

pendientes de las rectas están en el orden de 10-2 y 10-3 nm*s-1, valores por debajo del 

orden de difusión en agua (Alvarez 2020), por lo que se puede suponer que la 

asociación de monómeros para formar agregados está dictada por la difusión. 

Las constantes de velocidad de agregación de las proteínas irradiadas aumentan 8 

veces para la W68F, 5 veces para HgD, 4 veces para W42F, 2 veces para W130F y 2.6 

veces para W156F, comparadas con las constantes de velocidad de cada proteína sin 

irradiar. Estos resultados sugieren que el Trp que más protege contra el daño inducido 

por la radiación UV es W68, pues al sustituirlo, las cinéticas de agregación se aceleran 

8 veces, además indican que el Trp más sensible al daño por radiación es W42, pues 

la sustituir al W68 se pierde la transferencia de energía hacia este Trp. Esto está en 

concordancia con las eficiencias cuánticas reportadas, pues W42 tiene eficiencia 

cuántica de 0.13 +/-0.01, mientras que la de W68 es 0.0076 +/-0.0008 (Chen et al. 

2006). Así, el apagamiento de la emisión de fluorescencia de W68 sobre W42 está 

disminuyendo el tiempo de vida del estado excitado atenuando los daños covalentes 

inducidos por éste.  

Los cambios en las constantes de velocidad de agregación y los tiempos de vida media 

de las proteínas sin irradiar e irradiadas parecen ser inducidos por fotooxidación de los 

Trps. Los ensayos de fluorescencia muestran la aparición de una nueva banda de 

emisión a 452 nm, que corresponde con el máximo de emisión de la quinurenina (K) o 

la N-formilquinurenina (NFK) (Fukunaga et al. 1982). La conversión de los Trps 

fotoexcitados es un mecanismo complejo del que sólo se están observando algunos 
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fotoproductos. El aumento en los cocientes de conversión indica cambios en la 

eficiencia del proceso de formación de fotoproductos fluroescentes, es decir, a menor 

cociente mayor eficiencia y a mayor cociente menor eficiencia de conversión. Esto 

significa que HgD es más eficiente formando los fotoproductos fluorescentes que las 

mutantes, lo cual tiene sentido pues tiene 4 Trps susceptibles a pasar al estado 

excitado, mientras que las mutantes sólo tienen 3. Por lo tanto, sólo es posible comparar 

directamente los cocientes de las mutantes, los cuales son 4, 6, 3 y 3 para W42F, W68F, 

W130F y W156F, respectivamente. Esto sugiere que los Trps más eficientes para la 

formación de fotoproductos fluorescentes son W68 y W42.  Por otra parte, los tiempos 

de intercepción (tin) obtenidos de las tendencias de decaimiento indican que la mutante 

que necesita menos dosis de radiación es W156F, mientras que la mutante W130F es 

la que necesita más dosis de radiación. Esto tiene sentido pues la eficiencia cuántica 

reportada para W130 es mucho mayor que la de W156, además, W156 es apagador de 

la fluorescencia de W130, por lo que su sustitución aumenta el tiempo de vida del estado 

excitado de W130 y favorece la formación de K o NFK a dosis más bajas de radiación. 

Los cambios en los espectros de masas reportados para la fotoconversión de Trp son 

de +4 Da para la formación de K, de +16 Da para la formación de triptófano 

monooxidado, de +32 Da para la formación de NFK y de +48 Da para la formación de 

NFK monooxidada (Perdivara et al. 2010). Así, la señal de +16 Da observada en el 

espectro de masas de HgD irradiada en presencia de oxígeno, podría corresponder a 

la formación de cuatro K, una por cada Trp; o a la formación de Trp monooxidado. La 

señal de +32 Da puede corresponder a la formación de una NFK. Son necesarios más 

estudios para determinar cuál de las propuestas es la correcta.  

Por otro lado, en el espectro de masas de la proteína irradiada en atmósfera inerte se 

observa la aparición de señales +16, +32, +48 y +64 Da. Estas señales no corresponden 

con la formación de K ni NFK, pues su formación a partir de la oxidación del Trp está 

mediada por ROS o subproductos de ROS, como el peróxido de hidrógeno (Kell and 

Steinhart 1990). Sin embargo, la formación de peróxido de hidrógeno inducida por la 

radiación UV en atmósfera inerte mostrado a continuación, es un proceso poco común, 

inespecífico y de bajo rendimiento (Baxendale 1962; Ung and Back 1964).  
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𝐻2𝑂
ℎ𝜈
→ 𝐻 + 𝐻𝑂  (1) 

𝐻 + 𝐻 → 𝐻2  (2) 

𝐻𝑂 + 𝐻𝑂 → 𝐻2𝑂2  (2) 

Además, en los espectros de fluorescencia, colectados en atmósfera inerte, no se 

observan las bandas de emisión característica de K o NFK. Así, la naturaleza de los 

fotocompuestos formados es más compleja de interpretar, pues al carecer de oxígeno 

como oxidante, ocurren reacciones que involucran segmentos de la proteína que 

aceptan y donan electrones, propagando los radicales libres fotoinducidos en las 

especies absorbentes. 

Todo lo anterior apunta a que todas las proteínas son sensibles al daño por radiación y 

este daño acelera la formación de agregados. Sin embargo, las mutantes a la misma 

dosis de irradiación no presentan la misma tasa de agregación. La comparación de los 

resultados de formación de un fotoproducto fluorescente y las cinéticas de agregación 

indican que la ruta de formación del producto fotoluminiscente no es la principal causa 

de daño por fotodegradación, pues las cinéticas en atmósfera inerte presentan 

constantes de velocidad y tiempos de vida media muy similares a las cinéticas en 

presencia de oxígeno. 
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7. CONCLUSIONES 

1. Las mutaciones W42F, W68F, W130F y W156F no provocan cambios en la 

estructura secundaria de la proteína, pero hacen que la proteína sea más 

propensa a formar agregados, en particular la sustitución de W130 y W156. 

2. La radiación UV no provoca daños en la estructura secundaria y terciaria de la 

proteína HgD ni en las mutantes W42F, W68F, W130F y W156F. 

3. El triptófano más sensible al daño por radiación es el W42.  

4. La radiación UV provoca la fotooxidación del Trp con la obtención de diferentes 

fotoproductos como la kinurenina, pero también se obtienen varios productos que 

no fluorescen en el rango de longitudes de onda de excitación y emisión probados. 

 

8. RECOMENDACIONES  

1. Realizar estudios de estabilidad térmica de las proteínas irradiadas en presencia 

y ausencia de oxígeno. 

2. Realizar estudios de secuenciación por LC-MS/MS para identificar los 

aminoácidos fotooxidados.  
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