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Resumen.

Las cataratas constituyen la primera causa de ceguera en el mundo. Esta patologia se caracteriza por la
opacidad parcial o total del lente ocular o cristalino. El cristalino es una estructura compuesta en su
inmensa mayoria por proteinas. El 90% de estas proteinas son las cristalinas, que a su vez se dividen en
dos familias las a-cristalinas que tienen funcion chaperona y las [y-cristalinas que tienen funcion
estructural. Las gamma S y D cristalinas se encuentran en elevadas concentraciones en el lente ocular y se
han visto relacionadas con el desarrollo de las cataratas. Entre los factores de riesgo externos asociados a
la aparicion de cataratas, estan la radiacion UV y los iones metélicos. En este sentido existen informes en la
literatura que muestran que el Cu(ll) y el Zn(ll) inducen la agregacion de ambas proteinas y que este efecto
es dependiente de la concentracion del metal. De igual manera, otros trabajos han demostrado que la
radiacion UV favorece la agregacion de la HyD cristalina. Sin embargo, en la mayoria de los trabajos
publicados hasta el momento se emplean elevadas concentraciones de iones metalicos asi como largos
tiempos de exposicion a la radiacion. Tomando en consideracion que la formacion de las cataratas es un
proceso lento, cinético, en el cual los dafos que sufren las proteinas se van acumulando poco a poco, en
este trabajo estudiamos el efecto de bajas concentraciones de Cu(ll) y Zn(ll) en el desplegamiento y
agregacion de ambas gamma cristalinas humanas. Ademas, en este trabajo estudiamos el efecto de la
exposicion a radiacion UV por periodos cortos de tiempo sobre el desplegamiento y agregacion de la HyS
cristalina. En ambos casos, los experimentos se siguieron durante 12 horas y con el empleo de diferentes
técnicas espectroscopicas, como la absorcidon de luz en la region visible y fluorescencia. Los resultados
obtenidos muestran que si bien ambos metales inducen la agregacion de ambas proteinas, los mecanismos
de agregacién muestran algunas diferencias. Por otro lado, encontramos que tiempos cortos de exposicion
a radiacion UV inducen agregacion de la HyS cristalina. Con la informacion proporcionada por las técnicas

empleadas en este trabajo proponemos modelos de agregacion para ambos factores estudiados.



Abstract

Cataracts are the leading cause of blindness in the world. This disease produces partial or total opacity of
the ocular lens due to proteins aggregation. The lens is composed mainly of proteins; and crystalins
constitute more than 90% of the lens proteins. These are grouped in two families, the a-crystallins, with a
chaperone function and the By-crystallines with structural function. The gamma S and D crystallins are the
most abundant in the cortex and nucleus of the lens and have been related to the development of cataracts.
Within the risk factors associated with developing cataracts, there are external factors such as UV radiation
and metal ions. In this sense, it has been reported that Cu(ll) and Zn(ll) induce the aggregation of both
proteins and this effect is dependent on the concentration of the metal. Similarly, other papers indicated that
UV radiation favors the aggregation of HyD crystallin. However, in most of the works published so far, high
concentrations of metal ions are used, as well as long time exposure to radiation. Taking account that
cataracts formations is a slow, kinetic process, in which the damages suffered by proteins accumulate little
by little, in this work we study the effect of low concentrations of Cu(ll) and Zn(ll) on unfolding and
aggregation of both human gamma crystallin proteins. Furthermore, we study the effect of short UV
radiation times on the unfolding and aggregation of human gamma S crystallins. In both cases, the
experiments were followed for 12 hours and using different spectroscopic techniques such as visible light
absorption and fluorescence. The results obtained show that although both metals induce the aggregation of
both proteins, the pathways show differences. We find that short UV radiation exposure times induce HyS
aggregation. With the information provided by the techniques used in this work, we propose aggregation

models for both factors studied.
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Prologo

Prélogo.

Durante el periodo correspondiente a mi doctorado he tenido la oportunidad de trabajar en
diferentes proyectos de investigacion, algunos constituyen proyectos del laboratorio en el que
he estado vinculada y otros han sido proyectos en colaboracién con otros investigadores. En
esta tesis se resumen los resultados obtenidos en dos vertientes de un gran proyecto
denominado: Caracterizacion del efecto de iones metalicos y radiacion UV en el

desplegamiento y agregacion de gamma cristalinas humanas. Busqueda de inhibidores.

Ademas de este proyecto, he trabajado en otros que se listan a continuacion.

1. Caracterizacion de una nueva lipasa sensible a hormona (BaEstB) aislada del hongo Bjerkandera
adusta. Este proyecto se realizé en colaboracién con la Dra. Maria del Rayo Sanchez Carbente. Dr.
Jorge Luis Folch Mallol del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB).

2. Sitio de union especifico en profilinas de plantas y su papel en la comunicacién alostérica
entre los sitios de unién a actina y PLP. Proyecto en colaboracién con la Dra. Nina Pastor del
CIDC y la Dra. Claudia Diaz Camino del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

3. Caracterizacién del estado oligomérico de la chaperona PvNod22 aislada de frijol. En
colaboracion con la Dra. Claudia Diaz Camino del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

4. Caracterizacion de la estabilidad de la proteina formadora de virus like particles, CCMV y
algunas mutantes. Proyecto en colaboracién con el Dr. Mauricio Carrillo Tripp del
CINVESTAV-Unidad Monterrey.

5. Caracterizacion del efecto de iones metdlicos y radiacion UV en el desplegamiento y
agregacion de beta cristalinas humanas. Proyecto del Dr. Carlos Amero Tello, Participantes:
Vanesa Margarita Ramirez Bello.

6. Diferentes rutas de desplegamiento de las proteinas 6aJL2 y 6aJL2-R24G, asociadas con
la amiloidosis de cadena ligera. Proyecto del Dr Carlos Amero Tello, Participantes: Roberto

Carlos Maya Martinez, Leidys French Pacheco y Joselin Gonzalez Onofre.



Introduccion

1. Introduccion.

1.1 Cataratas

Las cataratas se definen como la opacidad parcial o total del lente ocular que provoca el deterioro de la
vision. Esta patologia constituye una de las primeras causas de ceguera en el mundo, fundamentalmente
en paises en vias de desarrollo (Pascolini y Mariotti 2012; Song et al. 2014; Bourne et al. 2017; Liu et al.
2017a). Las cataratas se pueden clasificar segun la causa que las originan como cataratas asociadas al
envejecimiento, cataratas pediatricas y cataratas secundarias a otros padecimientos. Las cataratas
asociadas al envejecimiento son las mas comunes y aparecen mayormente en adultos entre los 45 y 50
afios de edad. Todas las cataratas pueden clasificarse a su vez en cataratas nucleares, corticales y
subcapsulares de acuerdo a la zona del lente que presenta opacidad (Lam y Rao 2017). Las cataratas
nucleares son aquellas donde la opacidad se ubica justo en la zona central del cristalino, mientras que en
las cataratas corticales la opacidad comienza en la corteza y posteriormente se extiende hacia el centro
del lente con forma de rebanada. En el caso de las subcapsulares la opacidad tiene forma de placa y se
desarrolla en la capa axial posterior. En la mayoria de los pacientes se puede encontrar mas de un tipo
(Liu et al. 2017a). La formacion de cataratas es un proceso cinético lento, donde los dafios se acumulan

poco a poco hasta que luego de 5 o 6 décadas aparece la enfermedad.

A

Figura 1: Esquema de los tipos de cataratas. A: Catarata cortical, B: Catarata nuclear, C: Catarata subcapsular.
Modificado de Lam et al, 2015.
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El lente ocular es el responsable del enfoque de la luz en la retina. Para cumplir esta funcién esta
estructura necesita ser transparente, garantizando de esta manera la agudeza visual. El desarrollo del
lente ocurre durante las primeras etapas del desarrollo del embridn (Grainger 1992) y esta compuesto por
dos tipos celulares: las células epiteliales y las fibrilares (Andley 2007; Moreau y King 2012). Las células
epiteliales durante su proceso de diferenciacion se alargan dando lugar a las células fibrilares (Bron y
Vrensen 2000). Diferentes clases de proteinas cristalinas se expresan durante la diferenciacion de las
células fibrilares. La expresion de estos genes se ha regulado evolutivamente, de esta forma algunas
cristalinas se expresan principalmente durante el desarrollo del cristalino fetal y otras s6lo mas tarde. Por
lo tanto, las cristalinas que se sintetizaron durante el desarrollo temprano se ubicaran en el nucleo del
cristalino maduro, mientras que las cristalinas expresadas durante el desarrollo posterior abundaran en la

corteza (Horwitz 2003; Sharma y Santhoshkumar 2009; Moreau y King 2012)

e Células epiteliales

— Corteza
Céamara anterior \
Coérnea |

Nucleo
Células fibrilares

Lente

Figura 2: Esquema del ojo humano. Diferentes partes del lente y donde se localizan los dos tipos
celulares en el lente ocular. Modificado de Lam et al. 2015.

El dltimo paso en la diferenciacion de las células de fibra es la degradacion coordinada de sus organelos
(nucleos, mitocondrias y ribosomas). Este proceso es necesario para la transparencia, pero tiene como
consecuencia que las células fibrilares una vez diferenciadas, carecen de la maquinaria necesaria para la
sintesis de nuevas proteinas, asi como para su degradacion (Bassnett 2002; Rivillas-Acevedo et al. 2015).
Esto determina que las proteinas que se encuentran en el centro del lente y se sintetizan durante el
desarrollo fetal, no se pueden reemplazar y deben durar toda la vida del organismo (Bloemendal et al.
2004). Por otro lado el lente ocular es una estructura que carece también de irrigacion sanguinea, de esta
manera el cristalino es una estructura formada principalmente por proteinas. El 90% de las proteinas

presentes en el lente son las cristalinas. El otro 10% esta compuesto

3
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por canales idnicos, proteinas asociadas al metabolismo y proteinas del citoesqueleto que

contribuyen a mantener la forma del lente (Nartey 2017).

1.2 Epidemiologia de las cataratas.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé6 que 95 millones de personas padecieron
discapacidad visual por cataratas en el afio 2014 (Liu et al. 2017a). Estudios poblacionales
han demostrado que la prevalencia de esta enfermedad aumenta con la edad, de 3.9% a los
55-64 afnos a 92.6% a los 80 anos (Mitchell et al. 1997). El padecimiento de cataratas
también se ha asociado con el aumento de la mortalidad; esto se debe al vinculo entre las
cataratas y otros padecimientos como la diabetes mellitus y el habito de fumar (Nartey 2017).
Hasta el momento, el unico tratamiento que existe para esta enfermedad es la intervenciéon

quirurgica donde reemplazan el lente dafiado por una prétesis de lente intraocular.

En los ultimos afios la prevalencia de cataratas ha disminuido debido al aumento del niumero de cirugias
(Brown et al. 2019). Sin embargo, en los paises en vias de desarrollo las cataratas contintan figurando
entre las primeras causas de ceguera. Segun las estadisticas de la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS), el 60% de los casos de ceguera en América Latina y el Caribe se deben a cataratas
(https://www.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=article&id=13691:prevention-blindness-
eye-care-cataracts&ltemid=39604&lang=es). Por otro lado, el efecto socio-econdmico de la cirugia de
cataratas es sustancial, permitiendo a los pacientes mejorar su estilo de vida, asi como su productividad
durante el primer afio posterior a la cirugia. Sin embargo, los costos de esta operacién siguen siendo
elevados para un porciento importante de la poblacion en paises en vias de desarrollo. Ademas, a pesar
de ser poco comunes, existen complicaciones producto de la cirugia, como es el caso del aumento de la
presion intraocular, asi como la dislocacion del lente intraocular, entre otros (Liu et al. 2017b). Tomando en
consideracion las estadisticas anteriormente mencionadas es necesario el trabajo mancomunado de la
comunidad cientifica en la busqueda de posibles moléculas que puedan servir como inhibidores de la
agregacion de las proteinas del lente. Estas moléculas pudieran ser el punto de partida para un futuro

desarrollo de algun tratamiento preventivo o paliativo para esta enfermedad.
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1.3 Factores de riesgo.

Existen multiples factores que se han asociado al padecimiento de cataratas. Entre ellos
pueden mencionarse factores individuales o personales, factores genéticos, o factores
externos como la radiacion UV y los iones metalicos. También, existen enfermedades
cronicas en las cuales las cataratas son complicaciones secundarias o desérdenes oculares

que aumentan la propension a padecer cataratas (Tabla 1) (Rivillas-Acevedo et al. 2015).

Tabla 1: Algunos factores de riesgo asociados con el desarrollo de cataratas. Modificado de Liu et al.2017.

Factores de riesgo.

lones metalicos.
Habito de fumar

Enfermedades cronicas Diabetes Mellitus.
Sindrome metabdlico.

Srivastava et al. 1992)
Langford-Smith et al. 2016)

Pollreisz 2010).
Glynn et al. 2009)

Individuales Edad (Bourne et al. 2017)
Estatus socioeconémico (Klein et al. 2003)
Sexo. (Sperduto et al. 2001)
Etnia o raza. (Lam et al. 2015)
Genéticos Mutaciones (Rivillas-Acevedo et al. 2015)
(Andley 2007)
Externos Radiacion UV (Lofgren 2017)
(
(
(
(

En el caso de los factores genéticos, para todas las cristalinas se han descrito diferentes
mutaciones encontradas en pacientes con cataratas juveniles (Karri et al. 2013; Pande et al.
2015; Rivillas-Acevedo et al. 2015). En todos los casos estas mutaciones disminuyen la

estabilidad de la proteina y favorecen su agregacién (Pande et al. 2010; Vendra et al. 2012).

El efecto de la radiacion UV ha sido ampliamente estudiado y se ha observado que existe una relaciéon
directa entre la exposicion a la radiacion UV y la incidencia de cataratas ( Delcourt et al. 2000; Roberts
2001b; Truscott 2005; Ji et al. 2015). Con relacion a los iones metdlicos existen estudios que muestran
como algunos iones metalicos como Cu(ll) y Zn(ll) favorecen la agregacion de diferentes tipos de
cristalinas (Singh et al. 2009; Quintanar et al. 2015). De igual manera, en lentes aislados de cataratas se

ha observado un aumento de la concentracion de iones metalicos (Dawczynski et al. 2002). Por otro



Introduccion

lado, algunos estudios han mostrado como las personas que fuman tienen mayor propension

a desarrollar cataratas en comparacion con las personas que no tienen este habito.

Por ultimo, las cataratas constituyen una complicacion asociada a otras enfermedades crénicas
como por ejemplo la diabetes mellitus. Varios estudios indican que en los diabéticos aumenta la
concentracién de sorbitol en el lente ocular por la activacion de la aldosa reductasa; esto provoca
un desbalance osmotico que favorece la insolubilizacion de las proteinas y el desarrollo de

cataratas (Srivastava et al. 2005; Patel et al. 2012; Singh Grewal et al. 2016).

2.1 Cristalinas.

Las cristalinas son las principales proteinas que conforman el lente ocular y en vertebrados se agrupan en
dos familias: a y By cristalinas (Slingsby et al. 2013). La familia de las a cristalinas esta compuesta por dos
proteinas la aA y la aB; ambas se asocian no covalentemente para formar oligémeros de elevado peso
molecular (Graw 2009). Estas proteinas son homolégas y forman parte de la familia de las heat shock
proteins (HSP) (PDOC00269). Los oligdmeros se encuentran en equilibrio constante de asociaciéon y
disociacion, lo que determina que dichos oligdmeros sean asociaciones dinamicas (Goulet et al. 2009). La
estructura secundaria de estas proteinas esta formada mayormente por hojas B y la funcion mas
importante que desempefian las a cristalinas es su funcion chaperona (Derham y Harding 1999; Horwitz
2003; Sun et al. 2005). Estas proteinas son chaperonas independientes de ATP y en el contexto del lente
secuestran las proteinas parcialmente desplegadas pero no las repliegan. Ademas, existen evidencias que
las asocian a la proteccion y remodelaje del citoesqueleto, a la resistencia al estrés y a la inhibicion de

apoptosis (Goulet et al. 2011).

Las B y y-cristalinas son miembros de la superfamilia de las Py-cristalinas. Estan conformadas
estructuralmente por hojas B que forman dos dominios, cada uno formado a su vez, con dos motivos con
plegamiento del tipo llave griega (Figura 3) (Fu y Liang 2001; Bateman et al. 2003) . Las B-cristalinas se
han descrito como proteinas multiméricas mientras que las y-cristalinas son monomeéricas en solucién
(Dolinska et al. 2009). La subfamilia de las B-cristalinas esta constituida por siete proteinas, de ellas tres

son basicas (BB1, pB2, BB3) y las cuatro restantes son acidas (A1, BA2, BA3,
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BA4) (Gawad 2015). Las cristalinas fB1, BB3 y A4 forman homo-oligomeros (Downard et al.
2011), mientras que las cristalinas B2 forman dimeros en solucién y hetero-oligdmeros con
las cristalinas A1, BA2 y BA3 (Bateman et al. 2003). La identidad de secuencia entre las B y
y cristalinas es de alrededor de 30%, sin embargo, al realizar un analisis de estructural

podemos observar que el plegamiento tridimensional se mantiene entre ambas familias.

i

Figura 3: Esquema del plegamiento tipo llave griega presente en las cristalinas de la familia By.

Las y-cristalinas estan codificadas en siete genes diferentes yA, yB, yC, yD, vE, yF, y yS, todos
codifican para proteinas de aproximadamente 20 KDa. No obstante, solo las cristalinas yD, yC y yS

se expresan en concentraciones apreciables en el lente humano (Tabla 2) (Goulet et al. 2009).

Tabla 2: Tabla resumen de algunas caracteristicas de las diferentes cristalinas. Modificado de Moreau y col., 2012.

Proteina Peso Molecular (Da) Residuos Gen Referencia
oA 19909 173 CRYAA Horwitz 2003
aB 20159 175 CRYAB Horwitz 2003
BA1 23191 198 CRYBA1 Ma et al. 2016
BA2 21964 196 CRYBA2 Lampi et al. 1997
BA3 25150 215 CRYBA1 Dolinska et al. 2009
BA4 22243 195 CRYBA4 Zhou et al. 2010
BB1 27892 251 CRYBB1 Van Montfort et al. 2003
pB2 23249 204 CRYBB2 Xi et al. 2017
BB3 24230 211 CRYBB3 Diemer et al. 2009
yD 20607 173 CRYGD Wang et al. 2010
vS 20875 177 CRYGS Sun et al. 2005
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yC 20747 173 CRYGC Wang et al. 2010

En el lente ocular estan presentes las tres familias de cristalinas en elevadas
concentraciones y organizadas de una forma particular para garantizar la transparencia
deseada (Andley 2006; Rivillas-Acevedo et al. 2015). Todas estas proteinas con el paso de
los afios y producto de la incidencia de diferentes factores sufren diversos dafos

(oxidaciones, desamidaciones, etc) que modifican su estructura nativa (Tabla 3).

Tabla 3: Diferentes modificaciones postraduccionales encontradas en y-cristalinas aisladas de lentes con cataratas.

Modificaciones Daios Referencia

Desamidaciones Se introduce un anién carboxilato (Hanson et al. 1998b)

que puede provocar cambios
conformacionales en la proteina.

Formacién de puentes disulfuro Intracatenarios: Provocan cambios (Hanson et al. 1998b)
conformacionales en la proteina.
Intercatenarios: Provocan la
formacion de oligémeros.

Metilaciones Evita la formacién de puentes (Lapko et al. 2003)

disulfuros.
Oxidaciones Se generan como respuesta a las (Kantorow et al. 2004)

variaciones en el estado oxidativo y
desestabilizan a las proteinas

Estas modificaciones disminuyen su estabilidad y se ha postulado que provocan su desplegamiento
parcial (Hanson et al. 1998a; Serebryany y King 2014). Mientras las chaperonas funcionan
correctamente pueden secuestrar las proteinas  y y danadas. Sin embargo llega el momento en que
las cristalinas dafnadas superan la capacidad de las alfa cristalinas o bien estas ultimas también
sufren danos, y entonces a partir de este momento se comienzan a acumular las proteinas dafadas

provocando en ultima instancia la aparicion de las cataratas (Bloemendal et al. 2004).

2.2. Gamma D y gamma S cristalinas humanas.

La gamma-D-cristalina humana (HyD) y la gamma-S-cristalina humana (HyS) son las cristalinas gammas

mas abundantes del lente ocular (Goulet et al., 2009). La HyD se encuentra mayoritariamente
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en el nucleo del lente mientras que la HyS se ubica en la corteza. Ambas proteinas presentan un
50% de identidad de secuencia y conservan el plegamiento caracteristico de la familia. Estan
compuestas por dos dominios, el N-terminal y el C-terminal, que se conectan por un linker de 10
(HyD) y 6 (HyS) residuos (Figura 4). Sus estructuras tridimensionales han sido resueltas por
cristalografia de rayos X y por resonancia magnética nuclear (Basak et al. 2003; Kingsley et al.
2013). Para estas proteinas se ha planteado que su principal funcidon es contribuir con el
mantenimiento de las propiedades Opticas del lente durante la vida de los individuos. En este

sentido, ambas proteinas son muy estables con Tm de 83.9°C para la HyD y 79.9°C para la HyS.

A B
HgD-N-terminal HgS-N-terminal

Ay By Cy Dy En Fu Gy Hy Ay By Cy Dy Ey s=
OKTTLYEDRGF QGRHYECSSDHPALOPYLSRCNSARVDSGC WML YEQPNYSGLOYFLRRGDYADHOQMGLSDSVRSCRLIPH G KTGTKITFYEDKNFQGRRYDCDCDCADFHTYLS RCNSIKVE GRTWAVYERPF AGYMYTLPOGEYPEY CRWMCLDRLSSCRA
HgD-C-terminal HgS-C-terminal

Ac Bc G D, Ec Fe  Ge He A Be C D, E

e e e e e — D ———y— N ——
SGSHRIRLYEREDYRGOMTEFTEDC SCLDRFRFEIHSLNVLEGS WL YELSNYRGROYLLMPGDYRRYODWGATARVGSLRRVIDFS  VHLPSGGIYKIGLFE K GDFSoOMYETTEDCPS AECFHRETHSCKVLEGWIFYELPNYRERQY LLOKKEYRKPIMGAASPAVOSFRR TVE

Figura 4: Estructura de las HyD y HyS cristalinas. A) Secuencia de las HyD, B) Secuencia de la HyS,
con los

elementos de estructura secundaria de cada una, C) Estructura tridimensional de la HyD cristalina (PDB:
1HKO). D: Estructura tridimensional de la HyS cristalina (PDB: 2M3T). Se sefalan en rojo y azul las
cadenas laterales de los triptofanos.

Entre las caracteristicas que le confieren estabilidad térmica y termodinamica a ambas proteinas estan la
presencia de seis pares de residuos aromaticos distribuidos en toda la proteina, se ha planteado que
funcionan como sitios de nucleacién durante las primeras etapas del plegamiento de estas proteina (Kong
y King 2011a). Otro elemento que contribuye a la estabilidad de estas proteinas, es la presencia de un

grupo de residuos hidrofébicos y polares en la interfase entre los dos dominios (Slingsby and

9
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Wistow 2014). Algunos estudios han demostrado que estos aminoacidos de la interfase son importantes
para el mantenimiento de la conformacion nativa de las proteinas (Flaugh et al. 2005). Un aspecto
interesante, es el hecho de que, estas proteinas tienen 6 (HyD) y 7 (HyS) cisteinas (mas que el resto de
las cristalinas de las familias a y ), sin embargo en estado nativo ninguna de las cristalinas forma puentes
disulfuro (Basak et al. 2003; Kingsley, et al. 2013; Xi et al. 2017; Dominguez-Calva et al. 2018b). En este
sentido, se ha planteado que los residuos de cisteinas tienen un papel importante para las propiedades
refractivas del lente (Roskamp et al. 2019), toda vez que son los aminoacidos con mayor refractividad
molar (Zhao et al. 2011). Otra caracteristica importante de estas proteinas es que presentan cuatro
triptofanos altamente conservados en vertebrados; dos en el dominio N-terminal y dos en el dominio C-
terminal (Figura 4) (Bloemendal et al. 2004). El estudio de mutantes puntuales de estos triptofanos mostro
que existe un efecto de apagamiento de fluorescencia cuando la proteina esta plegada mientras que el
desplegamiento provoca que este efecto de apagamiento de la fluorescencia se pierda. Esto se debe a
que existe un proceso de transferencia de energia entre los triptofanos muy eficiente. Este proceso se ha
planteado que constituye un mecanismo para prevenir la degradacion fotoquimica (Chen et al. 2008,
2009). Por otro lado la presencia de los triptofanos permite el empleo de la espectroscopia de

fluorescencia para el estudio de estos sistemas.

A pesar de que estas proteinas son muy estables, como ya se mencioné anteriormente, el paso
de los afios provoca por un lado que los dafos en la proteina se vayan acumulando y por el otro,
fallos en los mecanismos de proteccion, provocando finalmente el aumento de proteinas dafiadas
en el lentey eventualmente su precipitacion. Algunas modificaciones postraduccionales descritas
para estas proteinas son: para la HyD la desamidacion de Q26 y N49 (Searle et al. 2005; Lampi
et al. 2014), la oxidacion de Y45 y W156 (MacCoss et al. 2002; Searle et al. 2005) y la metilacion
de C110 (Lapko et al. 2003). Estas y otras modificaciones pudieran constituir el primer paso para
el desarrollo de cataratas (Stacy R.A et al. 1998). Por su parte en el caso de la HyS se han
descrito como principales modificaciones postraduccionales la desamidacion de Q92, Q106 y
Q170 asi como la oxidacion de M73 (Figura 5) (Hanson et al. 2000).

10
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Figura 5: Algunas modificaciones postraduccionales encontradas en A) HyD (PDB: 1HKO) y B) HyS (PDB:
2M3T) cristalinas aisladas de cataratas. En rojo se muestran las cadenas laterales de las cisteinas que se
han encontrado formando puentes disulfuro, en azul se muestran las cadenas laterales de glutaminas y
asparaginas que sufren desamidaciones y en cian se muestran las cisteinas metiladas.

2.3 Mal plegamiento y agregacion de proteinas.

Durante el plegamiento de las proteinas se establecen un conjunto de interacciones no covalentes que
dirigen a la misma a una conformacién energéticamente favorable y estable, llamada conformacion nativa.
En algunos casos, entre los intermediarios de plegamiento se dan interacciones no nativas que pueden
llegar a ser mas estables que las primeras, generando asi conformaciones no deseadas (Eichner y
Radford 2011). En este sentido, se ha descrito un modelo de embudo doble que incluye el embudo de
plegamiento y el embudo de agregacion. Como se observa en la figura 6, si bien el estado nativo
constituye un minimo energéticamente favorable, existen otros como los correspondientes a agregados
amorfos y fibras amiloides que constituyen minimos de energia aun mas estables. En este sentido la
célula necesita evitar el paso de las proteinas hasta estos agregados (Agbas 2018). Para esto, la célula

cuenta con proteinas chaperonas que pueden secuestrar a las proteinas mal plegadas o replegarlas, entre

11
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otros mecanismos. No obstante, cuando estos mecanismos de defensa fallan o no son suficientes se
genera la acumulacion de agregados de proteinas que pueden ser daninos para los organismos
vivos. Existen numerosas enfermedades que se caracterizan por la agregacion parcial o completa de
proteinas. Entre ellas se pueden mencionar la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, amiloidosis de
cadena ligera, y las cataratas, entre otras (Martinez et al. 2014; Chuang et al. 2018). En algunas de
estas enfermedades, como es el caso de la amiloidosis de cadena ligera, los agregados de proteinas
son fibras amiloides (Maya-Martinez et al. 2019). Otras enfermedades como las cataratas, se

caracterizan por la formacion de agregados no fibrilares (Boatz et al. 2017).

Proteina desplegada

R S e AP RN

I

Intermediario
plegamiento

Intermediario
p parcialmente
- legado
Estado oo
Nativo

.

amorfos Fibras amiloides
Insolubles

-€ E g S >

Interacciones intramoleculares

Minima energia

Interacciones intermoleculares

Figura 6: Paisaje energético del plegamiento y la agregacion de las proteinas. Modificado de Agbas, 2018

La agregacion de proteinas puede darse por asociacion fisica entre moléculas sin que existan cambios en
la estructura primaria o por formacion de interacciones covalentes. Estas interacciones pueden provocar la
agregacion directa de las proteinas o pueden modificar la tendencia a agregar del sistema original (Finke
et al. 2000). En una proteina dada, se pueden dar ambos mecanismos de agregacién, dando lugar a la
formacion de agregados solubles o insolubles en dependencia del sistema en cuestion y del estado del
proceso de agregacion. Un ejemplo de esto es la insulina, que puede agregarse por asociacion fisica,

formando hexameros solubles o fibras insolubles. Asimismo, puede formar dimeros

12
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solubles o agregados insolubles mediados por interacciones covalentes del tipo de anhidrido ciclico y
puentes disulfuro respectivamente (Darrington y Anderson 1995; Toichi et al. 2013). En el caso de la
agregacion por interacciones fisicas, muchos estudios soportan la idea de que los intermediarios que
se forman durante el desplegamiento o plegamiento de las proteinas son los precursores para la
formacion de agregados (Fink 1998; Moreau y King 2012; Shamsi et al. 2017). En este sentido, se ha
planteado que la presencia de zonas hidrofébicas cercanas en los intermediarios son las
responsables del inicio del proceso de agregacién (Wang 2005a). Esto ha sido demostrado para
varios sistemas, tal es el caso de la versién recombinante de la hormona de crecimiento humana
(Bam et al. 1996) y la anhidrasa carbdnica C (Hammarstrom et al. 1999). La primera etapa en el paso
de proteina nativa a agregados se ha denominado como proceso de nucleacion y constituye en
muchas ocasiones, el paso limitante para la agregaciéon (Wang 2005b; Buell 2017). Este proceso de
nucleacion se ha sugerido que es el paso inicial en la agregacién de varias proteinas como el péptido
beta amiloide (Ghosh et al. 2016) y una secuencia de la proteina OsmB de E.coli (Jarrett y Lansbury
1992). El crecimiento de los agregados luego del proceso de nucleacién puede tener lugar de dos

formas: a través de la unién de mondmeros a multimeros o la unién entre multimeros.

La formacion de puentes disulfuro es la reaccién quimica mas comun relacionada con la agregacién
de proteinas. Los residuos de cisteinas libres se oxidan dando lugar a la formacion de nuevos
puentes disulfuros o al intercambio de estos, resultando en la agregacién de proteinas (Toichi et al.
2013). La agregacion puede estar mediada por otras reacciones quimicas como la oxidacion
(Mehrnaz Khossravi et al. 2000), la formacién de intermediarios del tipo de anhidrido ciclico (Strickley

y Anderson 1997) o el entrecruzamiento mediado por formaldehido (Schwendeman et al. 1995).

2.4 Plegamiento y agregacion de gamma cristalinas.

La HyD cristalina humana es una proteina que se mantiene estable frente a altas concentraciones de
agentes desnaturalizantes (8 M de urea y 5.5 M de cloruro de guanidinio) y presenta una Tm mayor a

80°C (Kosinski-Collins 2003). La existencia de intermediarios parcialmente plegados se demostro a
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partir de estudios cinéticos realizados con triples mutantes (Kosinski-Collins et al. 2004). En este
sentido, el proceso de desplegamiento de la proteina se ha descrito por pasos: el primero es el
desplegamiento del dominio N-terminal y el segundo paso es el desplegamiento del C-terminal.
El intermediario con el N-terminal desplegado y el C-terminal plegado tiene un tiempo de vida
muy corto y se ha planteado que pudiera ser el punto de partida para la formacion de agregados
(Kosinski-Collins y Flaugh 2004). Por otro lado, en estudios de dinamica molecular propusieron
que la estructura del intermediario en la ruta de agregacion pudiera estar formado por domain
swapping del dominio carboxilo terminal (Das et al. 2011). En este sentido es importante resaltar
que la mayoria de los trabajos proponen que el intermediario de desplegamiento es la estructura
a partir de la cual se forman los agregados; esta propuesta asevera que el desplegamiento de la

proteina es un evento imprescindible para la formacién de agregados.

Si bien parte de la comunidad cientifica se inclina hacia el mecanismo de domain swapping como via
de agregacion, los resultados experimentales obtenidos en otros trabajos han permitido proponer al
menos otros dos mecanismos de agregacion para esta proteina. El primero de ellos involucra la
formacion de fibras amiloides. En este mecanismo la proteina se despliega parcial o totalmente y a
partir de la proteina desplegada se forman las fibras amiloides. Las fibras se han observado en la
mutante G61C de la HyD cristalina asi como en la HgC cristalina (Zhang y Liu 2003; Wang et al.
2010b). El segundo se conoce como mecanismo de condensacion; en este, la proteina no se
despliega necesariamente sino que las alteraciones fisico-quimicas de la superficie de la proteina
provocan la auto-asociacion de mondémeros y la consecuente formacion de agregados (Whitley et al.
2017). Este mecanismo ha sido propuesto para las mutantes P23T y R76S de la HyD cristalina

(Pande et al. 2010; Ji et al. 2012) y para la V41M de la HyS (Bharat et al. 2014).

Asimismo, la formacién de puentes disulfuros ha resultado importante en la formaciéon de agregados de
estas proteinas en otros estudios. Como se menciond anteriormente, la HyD cristalina presenta seis
cisteinas en su estructura, sin embargo, en estado nativo ninguna de ellas forma puentes disulfuro.
Recientemente varios trabajos plantean que la formacion de puentes disulfuro tiene un papel importante
en el mecanismo de agregacion de la HyD cristalina (Quintanar et al. 2015; Serebryany y King 2015;

Serebryany et al. 2016). En este sentido los trabajos de Serebryany y colaboradores (2016) muestran
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que en los agregados de las mutantes de la HyD; W42Q y W42R las cisteinas 32 y 41 se

encuentran formando puente disulfuro (Serebryany et al. 2016).

Numerosos estudios para profundizar los conocimientos acerca de la estabilidad y el desplegamiento
de la proteina se han realizado con mutantes de la HyD cristalina. Entre los principales residuos
mutados se pueden mencionar los pares de residuos aromaticos conservados, los triptofanos y los
residuos de la interfase entre los dominios. Para el caso de los residuos de la interfase se demostré
que las mutaciones provocan la desestabilizacion del dominio N-terminal sin afectar el C-terminal y se
observé una region clara de meseta en la curva de desplegamiento (Flaugh et al. 2005). Para el caso
de otras mutaciones el efecto depende del dominio donde se encuentre el residuo mutado; cuando
las mutaciones estan en el dominio N-terminal disminuyen la estabilidad de dicho dominio y no
afectan el dominio C-terminal. Esta disminucion de estabilidad; en muchos casos se traduce en
aumento de la poblacién del intermediario (Kong y King 2011b). Por el contrario las mutaciones en el
C-terminal no afectan la estabilidad del dominio N-terminal ni parecen tener efecto en la curva de

desplegamiento (Kong y King 2011b).

Para el caso de la HyS cristalina, al igual que para la HyD, varios trabajos con mutantes han
mostrado que el dominio N-terminal es menos estable que el C-terminal (Vendra et al. 2012;
Khago et al. 2016; Bari et al. 2019). Tal es el caso de la mutante F9S, asociada con el desarrollo
de cataratas en ratones, donde se observé por resonancia magnética nuclear (RMN) que la
mutante presentd un plegamiento muy similar a la proteina nativa, sin embargo, el dominio N-
terminal presentd una disminucién de 3.5 kcal/mol en la energia libre de desplegamiento (Lee et
al. 2010). De igual forma en la mutante G57W se observé un aumento en la exposicion de
parches hidrofébicos que provocé la formacién de agregados de la proteina (Bari et al. 2019)
Asimismo, con el empleo de simulaciones de dinamica molecular y RMN se ha propuesto que
para el caso de esta mutante, la formacion de agregados pudiera ser a partir de un intermediario

con el N-terminal desplegado y a través de domain swapping (Bari et al. 2019).
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Se ha planteado que la formacion de puentes disulfuro en HyS tiene un papel crucial en la
formacion de agregados. Thorn y colaboradores en 2019 mostraron que esta proteina puede
formar un dimero mediante la formacion de un puente disulfuro entre las cisteinas 24 y que
en determinadas condiciones, éste puede ser la base para la formacion de agregados de la
HyS (Thorn et al. 2019). De igual forma, la agregacion en mutantes de HyS (N14D y N76D)
se ha visto favorecida en presencia de glutation oxidado, lo que apunta a la posible

formacion de puentes disulfuro durante la agregacion (Forsythe et al. 2019)

3.1 Metales y cataratas.

Los iones metalicos son elementos esenciales para el cuerpo humano como cofactores de enzimas. En el
caso del lente ocular se conoce que existen enzimas como la superoxido dismutasa que utiliza cobre y
zinc como cofactores (Gonzalez-Iglesias, et al. 2017; Quintanar et al. 2015). Ademas se ha observado la
presencia de proteinas que contribuyen con la homeostasis de iones metalicos como las metalotioneinas
(Hancock et al. 2014). A pesar de esto, los iones metélicos han sido reconocidos como agentes etioldgicos
en el desarrollo de las cataratas. En este sentido, se ha observado prevalencia de esta enfermedad entre
los trabajadores de la industria metalurgica (Carter y Spurgeon 2018). Por otro lado, en lentes extraidos de
cataratas se ha observado un aumento de los niveles de diversos iones metalicos como Cu(ll), Zn(ll) y
Cd(ll) en comparacioén con lentes sanos (Dawczynski et al. 2002). Las concentraciones de iones metalicos
en el lente varian con la edad y se pueden modificar con los habitos. Tal es el caso del habito de fumar,
que ha sido relacionado con el desarrollo de las cataratas. Se ha observado un aumento de las
concentraciones de Cd(lIl), Cu(ll) y Pb(ll) en lentes con cataratas de pacientes fumadores en comparacion

con pacientes no fumadores (Cekic 1998).

Existen algunos trabajos in vitro que muestran el efecto de diferentes iones metélicos en la agregacion de
las cristalinas. Tanto la a A como a B cristalinas interaccionan con Cu(ll) y Zn(ll). EI aumento de las
concentraciones de Zn(ll) potencian la actividad chaperona de la alfa cristalina (Biswas y Das 2008). Por
otro lado Singh y colaboradores en 2009 informaron que el Zn(ll) y Cd(Il) promueven la agregacién de una

mutante de la aA cristalina (Singh et al. 2009). En el caso de las y-cristalinas, se ha
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observado que el Cu(ll), el Zn(ll) y el Hg(ll) favorecen la agregacion de la HyD cristalina y este efecto
es dependiente de la concentracion (Quintanar et al. 2015; Dominguez-Calva et al. 2018b). Para el
caso particular de la HyS cristalina aun no existe un consenso en cuanto al efecto del Zn(ll) en la
agregacion de la proteina; en este sentido, existen trabajos que plantean que el Zn(ll) no induce
agregacién de la misma (Dominguez-Calva et al. 2018a), mientras que otros autores si han
observado que tanto el Zn(ll) como el Cu(ll) inducen la agregacion de esta cristalina (Roskamp et al.
2019). En nuestro grupo de trabajo durante mis estudios de maestria pudimos comprobar que bajas
concentraciones de Cu(ll) y Zn(ll) favorecen la agregacion de la HyD cristalina durante tiempos
largos. En este trabajo los resultados obtenidos indican que ambos metales favorecen la agregacion

de la HyD cristalina por mecanismos diferentes (Fernandez-Silva 2015).

3.2 Radiacion UV y cataratas.

La radiacion ultravioleta comprende las longitudes de onda entre los 180 y los 400 nm. Se divide en tres
tipos: UVA (315-400 nm), UVB (295-315 nm), y UVC (100-280 nm) (Young 2006). La exposicion a esta
radiacion puede provocar diferentes dafios en los tejidos a través de reacciones fotoquimicas con
aminoacidos, nucledtidos y lipidos. De igual manera existen dafios indirectos a través de la generacién de
especies reactivas del oxigeno y dafos oxidativos. La exposicion a radiacion UV ha sido relacionada en
muchos tejidos con incremento en mutaciones y muerte celular. De la misma manera, se ha visto asociada

a enfermedades como la queratitis (Roberts 2001a) y el cancer de piel (D’Orazio et al. 2013).

Para el caso particular del ojo humano, se conoce que éste es capaz de filtrar todas las longitudes de
onda menores a 295 nm. Se ha comprobado, sin embargo, que la exposicién a la radiaciéon UVB provoca
un aumento de la opacidad del cristalino (Sliney 2001). Por otra parte, estudios epidemiolégicos han
asociado las horas de exposicién a la radiacion UV con el desarrollo de cataratas (Dongn et al. 2003).
Para el caso de las gamma cristalinas, estudios realizados en HyD han comprobado que la radiacion UVB
provoca cambios estructurales en los triptofanos y esto desestabiliza la proteina y aumenta la velocidad de
desplegamiento (Xia et al. 2013). Otros residuos como las tirosinas y las cisteinas han sido relacionados

con los primeros pasos en la foto-agregacion de esta
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proteina (Schafheimer et al. 2014). Otros reportes han planteado que la radiacion UVB
provoca la formacion de fibras amiloides por parte del dominio C-terminal de la HyD (Moran

et al. 2013). Para el caso de la HyS no existen reportes del efecto de la radiacion UV.

En el caso de las beta cristalinas, se han realizado estudios en lentes con cataratas y se ha
planteado que la radiacion UV induce cambios estructurales en los triptofanos de la proteina.
Estas modificaciones generan derivados de los triptofanos como la kinurenina, el
hidroxitriptofano, la hidroxiquinurenina, entre otros (Gakamsky et al. 2016). Hasta el

momento, no existen informes de la presencia de estos derivados en las gamma cristalinas.
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Hasta el momento el mecanismo por el cual se forman los agregados que originan las cataratas no se
conoce a ciencia cierta, aunque, como ya se menciond, los resultados experimentales tanto in vitro como
in vivo han permitido proponer varios modelos. La mayoria de los trabajos realizados hasta el momento
emplean condiciones extremas (altas dosis de radiacion y elevadas concentraciones de iones metalicos).
Sin embargo, la formacién de las cataratas es un proceso, acumulativo, lento, en el cual las proteinas
estan expuestas a factores externos en bajas dosis, acumulan dafios por anos, hasta que estos superan
los mecanismos con que cuenta el lente y las proteinas comienzan a agregarse. En tal sentido, parte de lo
que nos interesa en este trabajo es intentar tener un escenario un poco mas cercano a lo que
fisioldgicamente ocurre con esta patologia. En trabajos anteriores para ambas proteinas (HyD y HyS) se
ha demostrado, que el efecto de los iones metalicos es dependendiente de la concentracion. Ademas, se
ha demostrado que el empleo de 1 equivalente de ambos iones metélicos no induce agregacion de las
proteinas. Por esta razon, pretendemos utilizar bajas concentraciones de iones metalicos, especificamente
1.5 equivalentes y tiempos cortos de radiacion para estudiar el efecto de ambos factores en el
desplegamiento y agregacion de HyD y HyS. Este trabajo, es una continuacion de mi trabajo de maestria,
donde ya comenzamos a caracterizar el efecto de bajas concentraciones de iones metalicos en el
desplegamiento y agregacion de la HyD cristalina humana. En este estudio empleamos diferentes técnicas
como la dispersion dinamica de luz, la absorcién UV-Visible y la espectroscopia de fluorescencia. Durante
el doctorado, ademas de realizar nuevos experimentos, hemos realizado un re-analisis con mayor
profundidad de los resultados obtenidos en la maestria llegando a observaciones relevantes que seran
expuestas en este documento de tesis. Finalmente, durante este periodo obtuvimos los primeros avances
en el estudio el efecto de posibles moléculas inhibidoras de la agregacién de la HyS cristalina; estos

resultados preliminares son presentados en un anexo en este documento de tesis.

De manera que en este trabajo de tesis se resumen tres vertientes de un gran proyecto con
el que se trabaja en nuestro laboratorio.

1. Caracterizacién del efecto de bajas concentraciones de iones metalicos en el
desplegamiento y agregacion de las HyD y HyS.

2. Caracterizacion del efecto de la radiacion UV en el desplegamiento y agregacion de la

HyS cristalina.
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3. Busqueda de inhibidores de la agregacion de diferentes proteinas de la familia By cristalinas.
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Justificacion

3. Justificacion.

Las cataratas forman parte del grupo de enfermedades asociadas al mal plegamiento y la agregacion de
proteinas. En las cataratas asociadas al envejecimiento, las proteinas cristalinas con el paso del tiempo y
por diferentes factores externos sufren diversas modificaciones como oxidaciones, desamidaciones, y
truncamiento que provocan la agregacion de estas y en ultima instancia el desarrollo de la enfermedad.
Entender como tiene lugar este proceso resulta de gran interés para entender la fisiopatologia de esta

enfermedad, asi como para intentar buscar tratamientos preventivos o paliativos para la misma.

21



Hipotesis

4. Hipoétesis.

Tiempos cortos de exposicién a radiacién UV, inducen el desplegamiento parcial y la agregacion

de la HyS de forma similar al efecto de los iones metalicos Cu (1) y Zn (ll) en la HyD cristalina.
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5. Objetivo General.

Caracterizar el efecto de bajas dosis de iones metalicos y radiacion UV en el desplegamiento

y la agregacion de las HyS y HyD cristalina humana durante el tiempo.

Objetivos especificos.

1. Expresar y purificar HyS y HyD.
2. Caracterizar el efecto del Cu(ll) y el Zn(ll) en la agregacion de ambas proteinas
empleando diferentes técnicas espectroscopicas.

3. Caracterizar el efecto de la radiacion UV en la agregacion de la HyS cristalina utilizando

diferentes técnicas espectroscopicas.
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6. Metodologia.

6.1. Expresion y Purificacion de HyD en E.col..

Como ya se informé anteriormente en la tesis de maestria, la HyD cristalina se expreso en la
cepa de E.coli BL21(RIL) (Fernandez-Silva 2015). Esta cepa fue transformada con el plasmido
pET16b-HyD. A partir de una colonia, se crecié 1L en medio 2x YT suplementado con 100 pg/mL
de ampicilina y 30 pg/mL de cloranfenicol, hasta que la DO a 600 nm alcanzé valores de 0.9. La
expresion de la proteina se realizé con 1 mM de isopropyl D-tiogalactésido (IPTG) a 18°C por 12
h. Las células fueron resuspendidas en 10 mM acetato de amonio, 50 mM NaCl pH 7.2. La
ruptura celular se realizd6 mediante la incubacion con lisozima 1mg/mL por 30 min y
posteriormente la sonicacién con 10 ciclos de 1 min. Las células lisadas fueron centrifugadas por
45 min a 17000 rpm. El sobrenadante fue aplicado a una columna Q-Sepharose. Posteriormente,
las fracciones donde se comprobd por electroforesis, la presencia de la proteina HyD cristalina

fueron concentradas y eluidas a una columna Sephadex 200.

6.2. Expresion y Purificacion de HyS en E.coli.

Para la expresion de HyS se partioé del plasmido pE-SUMO-CRYGS y se transformé en la cepa de E.

coli BL21(RIL) por choque térmico. A partir de una colonia transformada se inoculé un volumen de 20
mL de medio LB y se dejo crecer a 37°C por 12 h. Posteriormente, este cultivo posteriormente se

utilizo para inocular 1 L de medio superbroth. Las células se dejaron crecer a 37°C con una agitacion
de 200 rpm hasta una DO a 600 nm de 2. Posteriormente se procedié a la induccion de la expresion
de la proteina con IPTG 0.33 mM por 12 h a 18°C. El cultivo se centriugd a 4,000 rpm por 30 min. El
precipitado se resuspendié en tampdn Tris-HCI 50 mM, 10 mM de imidazol pH 8. Para la lisis celular,
las células se incubaron con lisozima 1 mg/ml por 30 min. a 25°C y luego se sonicaron en hielo, 10
ciclos de 1 min. con descansos de 1 min. entre ciclos. El lisado se centrifugd a 13,000 rpm por 60

min. y el sobrenadante se filtré6 con membranas de 0.22 yM.
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6.2.1. Purificacién de HyS cristalina.

El protocolo de purificacion de HyS contd con tres etapas. Las dos primeras etapas fueron
cromatografias de afinidad y la ultima etapa fue una cromatografia de intercambio aniénico.
La primera y ultima etapa se realizaron en un equipo AKTA PRIME mientras que la segunda

etapa se realizé de forma manual.

6.2.1.1. Cromatografia de Afinidad 1.

Posterior a la ruptura celular, la columna HisTrap™ Sepharose® se cargd con 4 volumenes de
NiSO4 100 mM, el sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de 0.22 pm y se inyecto a
la columna. Para eliminar las proteinas no fijadas a la matriz se realizé un lavado con 3
volumenes de columna (Vc) de tampon Tris HCI 50 mM, 10 mM de imidazol pH 8. Para la elucion

se empled un gradiente lineal de 10 a 500 mM de imidazol y se colectaron fracciones de 3 mL.

6.2.1.2. Corte con proteasa SUMO

Las fracciones donde se comprobd la presencia de la proteina en la cromatografia de afinidad 1
fueron dializadas contra el tampoén Tris-HCI 50 mM, 100 mM NaCl pH 8 para eliliminar el imidazol.
Posteriormente se adiciond la proteasa SUMO (Sigma Aldrich, USA) y se incub6 por 12 h a 25°C.

Para corroborar la eficiencia de la reaccion de corte se realizaron electroforesis SDS-PAGE al 14%.

6.2.1.3. Cromatografia de Afinidad 2.

Posterior al corte con la proteasa SUMO se realizé una segunda cromatografia de afinidad con la columna
HisTrap™ Sepharosa® para eliminar la etiqueta SUMO. Posterior a la inyeccién de la muestra, para
eliminar las proteinas no fijadas a la matriz se realiz6 un lavado con 3Vc de tampén Tris HCI 50 mM, pH 8.
Para la elucién se empled un gradiente por pasos con 100 y 200 mM de imidazol. Durante toda la
cromatografia se colectaron fracciones de 3 mL. La presencia de la proteina de interés fue comprobada

por electroforesis SDS-PAGE al 14%. Las fracciones donde se comprobé la presencia
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de la proteina fueron concentradas para su utilizacion en la etapa posterior de la purificacion.

6.2.1.4. Cromatografia de intercambio aniénico.

La muestra de HyS se inyectd en una columna Hi-Load 6/60, con matriz Q-sepharosa. La columna fue
equilibrada previamente con 2Vc de tampén A (Tris-HCI 50 mM, 100 mM NaCl pH 8). Posterior a la
inyeccion de la proteina, se realiz6 un lavado con 2Vc para eliminar las proteinas no fijadas al
intercambiador. Para la elucion de las proteinas fijadas al intercambiador se empled un gradiente lineal de
(0-50% B y 50 a 100% B), tampoén B (acetato de amonio 10 mM-NaCl 100 mM). Para corroborar la

presencia de la proteina asi como su grado de pureza se realizaron electroforesis SDS-PAGE al 14%.

6.3. Electroforesis SDS-PAGE.

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida al 14% con dodecilsulfato de sodio,
segun el método descrito por Laemmli y colaboradores (Laemmli 1970). Durante toda la corrida
se utilizé un voltaje de 160 mV en una camara Mini-Protean Tetrasystem (Bio-Rad, EUA). Las

muestras se mezclaron con tampén de ruptura 3x (Tris 1 M pH 8, SDS, betamercaptoetanol,

glicerol, bromofenol azul) y se calentaron durante 5 min. en un bloque térmico a 100°C. Para la
tincion de los geles se utilizdé una solucion de fijacion (10% isopropanol, 10% &acido acético y
0.003% de azul de Coomassie R-250) por 30 min. y posteriormente una solucién de tincién (10%
acido acético y 0.003% de azul de coomassie R-250) por 1 h. Para la decoloracién se emple6
una solucién de acido acético al 10%. Se utilizé el patron de peso molecular comercial Spectra

multicolor broad range protein ladder (Thermo Scientific, EUA).

6.4. Determinacion de la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas en las muestras de HyD y HyS se determind mediante la medicion de la

absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en un espectrofotémetro Agilent. Para ello, se emple¢ el
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coeficiente de extincién molar teérico de 42860 cm™'M™ para ambas proteinas. Se utilizé una

cubeta de cuarzo con un paso Optico de 1 cm de longitud.

6.5. Desplegamiento térmico de HyS y HyD por espectroscopia de fluorescencia.

La estabilidad térmica de la proteina se siguio por espectroscopia de fluorescencia en ausencia y
presencia de Cu(ll) y Zn(ll). Las sales empleadas como fuente de Cu(ll) y Zn(ll) en todos los
experimentos fueron el CuSO4 y ZnSOs respectivamente. Para todos los experimentos se
emplearon concentraciones de 1.5 equivalentes (eq) para ambos metales. De igual manera, para
todos los experimentos con HyD cristalina se utilizé la proteina disuelta en acetato de amonio 10

mM, NaCl 50 mM pH 7.2, a una concentracién de 50 yM. El rango de temperatura empleado fue

de 37 a 98°C con un incremento de 3°C/min. Se utilizé una longitud de onda de excitacion de 295
nm y una longitud de onda de emisién de 325 y 350 nm. Los experimentos fueron realizados en
un fluorémetro Cary Eclipser (Agilent, EUA). Los datos se ajustaron a una sigmoide empleando la

ecuacion de Boltzmann (Ecuacion 1) (Figura 7)

Ecuacion 1: y=A 24(As- Az (1+e X%/

A

A -

2

(X,i (A+A)2)

A -
: . >

Figura 7: Esquema de una sigmoide. Se sefialan las diferentes variables de la ecuacién empleada para
ajustar los datos de desplegamiento térmico por fluorescencia.
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6.6. Cinética de agregacion de HyS por turbidez.

Los ensayos de turbidimetria se realizaron con el empleo de un espectrofotometro Agilent siguiendo
el valor de la turbidez a 405 nm. Para todos los experimentos se empled una solucién de proteina de
50 uM y 1.5eq. de los iones metalicos. La temperatura empleada fue de 37°C y se colectaron los

valores de absorcion a cada minuto (HyD) o cada 30 segundos (HyS) durante 12 horas.

6.7. Cinética de agregacion de HyD y HyS por dispersion dinamica de luz.

Para conocer el tamafo de los agregados se empled la dispersion dinamica de luz (DLS). Se
utilizé un Equipo Malvern Zetasizer Nano ZSP spectrophotometer (EUA) y se empled un angulo
de 173°. Se empled una concentracion de proteina de 50 uM disuelta en el tampoén acetato de
amonio 10 mM, 50 mM de NaCl pH 7.2. Todas las muestras fueron centrifugadas por 5 min a
9000 rpm vy filtradas a través de 0.22 uym. Las mediciones se realizaron en ausencia y presencia
de 1.5 eq. de CuSO4 0 ZnSOs at 37° por 12h. Cada medicion tuvo 3 corridas con 10 scans cada
una, para un tiempo de duracion de la medicion de 1.6 minutos. Se obtuvo el coeficiente de

difusion traslacional a través de la medicion del coeficiente de correlacion.

A partir del coeficiente de difusién y empleando la ecuacion de Stokes-Einstein (Ecuacion 2)
se obtuvo el radio hidrodinamico.
Ecuacién 2 R«=KsT/61rnD

Ke: Constante de Boltzmann, T: temperatura, n: viscosidad de la solucién. Se empled un valor de
viscosidad 0.08872 poise a 25°C.

Los datos fueron analizados empleando el software SEDFIT (Schuck 2000) utilizando el

modelo de distribucion.

En los ensayos de DLS, a partir de la curva de correlacion, se obtuvieron los datos de difusion y los radios
hidrodinamicos. Dentro de los aspectos importantes a tener en consideracién, ante una curva de

correlaciéon (Figura 8) esta, el intercepto en el eje “y”, que debe ser lo mas cercano a 1 posible y brinda

informacion relacionada con la calidad de la medicion. Ademas, el tiempo al cual comienza a disminuir
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la correlacion G (1) y la presencia de una o mas pendientes, que nos brindan informacion en
relacionada con el tamafo de las moléculas presentes en la muestra y el grado de
polidispersion respectivamente. Por otro lado, la presencia de ruido en la linea bas e es un

indicativo de la presencia de particulas contaminantes.

Esta técnica es particularmente sensible a la presencia de particulas grandes y el tamano obtenido va
a depender de las particulas detectadas por el laser en cada medicion. En este sentido, en funcion de
la presencia en la muestra de moléculas con diferentes radios hidrodinamicos, podemos definir
curvas de correlacion tipicas de muestras monodispersas (Figura 8B), caracterizadas por la presencia
de una unica pendiente en la curva de correlacion y curvas de correlacion de muestras polidispersas,

cuya principal caracteristica es la presencia de mas de una pendiente en la curva (Figura 8C)

A Tiempo al cual comienza el decaimiento de G (t) : tamaifio

Intercepto Y — gy, /

Presencia de una o mas pendientes: polidispersién

G(t) Coeficiente de correlacién

Linea base

Tiempo (microseg)

-
-

G(t) Coeficiente de correlacién
G(t) Coeficiente de correlacién

o

(=]

Tiempo (microseg) Tiempo (microseg)

Monodispersa Polidispersa

Figura 8: Curvas de correlacion. A: Aspectos importantes de una curva de correlacion, B: Curva de correlacion de
una muestra monodispersa, C: curva de correlacién de una muestra polidispersa.
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6.8. Estudio de cambios conformacionales por espectroscopia de fluorescencia.

Los cambios conformacionales sufridos en HyS y HyD producidos por la interaccion con iones
metalicos, asi como por la radiacion UV se evaluaron por espectroscopia de fluorescencia. Se
colectaron espectros de las proteinas en ausencia y presencia de 1.5eq de Cu(ll) y Zn(ll) y luego
de srirradiadas por 120 min. Los espectros fueron tomados cada minuto durante 12 horas. Para

todos los experimentos se empled una concentracion de proteina de 50 uM.

Para las cristalinas los espectros de emisién de fluorescencia brindaron informacion valiosa en
relacién a la conformacion de las proteinas. En este sentido el corrimiento del maximo de emision asi
como las variaciones en la intensidad de fluorescencia proporcionan informacion relacionada con el
estado de plegamiento de estas biomoléculas (Figura 9). De esta manera; esta bien descrito que
cuando la proteina esta plegada tiene un maximo de emisién de florescencia en 325 nm (Figura 9A),
este maximo se corre a 350 cuando la proteina se despliega completamente . Por su parte, cuando el
maximo de emisién se encuentra entre 325 y 350 nm es un indicativo de que la proteina se encuentra
parcialmente desplegada. Por otro lado, un aumento en la intensidad de fluorescencia puede ser
indicativo de desplegamiento en la proteina. Sin embargo la disminucion en la intensidad puede

deberse a efectos de apagamiento de la fluorescencia o a precipitacién.

6.9. Ensayos de radiacion UV de la HyS cristalina.

Los ensayos de radiacion se realizaron empleando una lampara UV con longitud de onda de 302 nm

con una intensidad de 1.3 W/m?. Se empled para todos los ensayos de radiacion una concentracion
de proteina de 50 pM disuelta en Tris-HCL 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8. Las muestras fueron
irradiadas en celdas de metacrilato de paso 6ptico de 1 cm y se ubicaron a 30 cm de la lampara. Se
utilizé un tiempo de radiacion de 2 horas. Posterior a la radiacién, se realizaron cinéticas por
fluorescencia, turbidez y dispersion dinamica de luz empleando las condiciones descritas en los

epigrafes 6.6, 6.7 y 6.8 pero teniendo como factor inductor de la agregacién a la luz ultravioleta.
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Figura 9: Relacion entre el maximo de emision de fluorescencia y el plegamiento de las gamma cristalinas. A:
maximo de emision en 325 corresponde a la proteina plegada, B: maximo de emisién en 350 nm
corresponde con la proteina desplegada, C: maximo de emision en un valor intermedio entre 325 y 350

nm se corresponde con la proteina parcialmente desplegada
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7. Resultados.

7.1. Expresion y purificacion de proteinas.

7.1.1. Purificacion de la HyD cristalina humana.

Para la HyD cristalina se empled un protocolo de dos etapas. La primera etapa fue una cromatografia de
intercambio anidnico en matriz Q-sepharosa. Para la elucion de las proteinas fijadas al intercambiador se
empled un gradiente por pasos de NaCl. La presencia de la proteina se corroboré por electroforesis SDS-
PAGE al 14%. Como segunda etapa se empled una cromatografia de exclusion molecular en matriz
Sephadex 200. Como se observa en la figura 10 en esta cromatografia se obtuvo un Unico maximo de
absorbancia a 280 nm. La presencia de la proteina se corroboré mediante electroforesis SDS-PAGE al
14%. En la figura 10 se observa la presencia de una banda predominante en los carriles 7 al 13, lo que
demuestra que con el protocolo empleado se logré obtener un grado de pureza adecuado para los

experimentos que se realizaron. Se obtuvieron entre 15-20 mg de proteina por litro de cultivo.
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Figura 10: Cromatograma de la purificacion por columna de exclusiéon molecular en matriz Sephadex 200. Se
muestra un unico maximo de absorbancia a 280 nm. Inserto: SDS-PAGE al 14%. En el carril 1: Patron de
peso molecular, carriles 2, 4 y 5: fracciones de la primera etapa, cromatografia de intercambio i6nico y
carriles del 7 al 13 fracciones de la cromatografia de exclusién molecular. Con la flecha morada se sefiala
la banda correspondiente a la HyD cristalina.
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7.1.2. Expresion de HyS cristalina en E.coli.

En la figura 11 se puede observar la electroforesis de la expresion de la proteina HyS. Se observa en
los carriles 3 y 4 una banda alrededor de 35 kDa de peso molecular que se corresponde con el peso
molecular de la proteina de interés mas la etiqueta SUMO. Estos resultados demuestran que el
protocolo seguido para la induccién funciona correctamente y con este se logra sobreexpesar en el
cultivo la proteina de interés. El empleo del medio superbroth permiti6 aumentar las concentraciones

de proteina obtenida a partir de un litro de cultivo obteniéndose 25 a 30 mg por litro de cultivo.

-4 HgS-SUMO

P Alnd D.Ind

Figura 11: Electroforesis SDS-PAGE al 14% correspondiente a la expresion en E. coli cepa (Bl21 RIL) de
la HyS cristalina. P: patron de peso molecular, A.Ind: antes de induccion con IPTG (carriles 1y 2), D.Ind:
Después de induccién con IPTG (carriles 3 y 4). En los carriles tres y cuatro se aplicaron distintas
diluciones de la muestra despues de la induccion con IPTG.

7.1.3. Purificacion de la HyS cristalina.

La purificacion de la HyS cristalina se realizé con un protocolo de 3 etapas. Las dos primeras fueron

cromatografias de afinidad mientras que la ultima etapa fue una cromatografia de intercambio iénico.
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7.1.3.1. Cromatografia de afinidad 1.

Posterior a la ruptura celular, el extracto total de proteinas (35 mL) fue aplicado a columna de afinidad
HisTrap™ Sepharosa® En la figura 12 se muestra el cromatograma correspondiente al primer paso de
purificacion. La muestra fue inyectada manualmente una vez equilibrada la columna con tres volumenes
del tampon A (Tris-HCI 50 mM, 10 mM de Imidazol pH 8). Para la elucién de las proteinas fijadas a la
matriz se empled un gradiente lineal de imidazol de 0 a 100% de tampoén B (tampon B: Tris-HCI 50 mM,
500 mM de Imidazol pH 8). Se puede observar la presencia de un pico mayoritario, el cual eluyé al 48% de
tampon B (Figura 12). La presencia de la proteina se verificd por electroforesis (Figura 12 inserto). Se
puede observar la presencia de una banda mayoritaria con el peso molecular esperado de 35 kDa.
Asimismo, se observan otros contaminantes en la muestra de menor peso molecular. Luego de este
primer paso, las fracciones donde se comprobo la presencia de la proteina se dializaron contra el tampon
de corte de la proteasa (Tris-HCI 50 mM 100 mM NacCl pH 8). Posteriormente se incubd la proteina con la
SUMO-proteasa por 12h a 25°C. La eficiencia del corte se comprobd mediante electroforesis como se
puede ver en la figura 13. En el carril 3 que corresponde a la muestra después del corte (DC) se observan
varias bandas, la banda que se encuentra alrededor de los 20 kDa se corresponde con la HyS sin la
etiqueta SUMO; la banda alrededor de los 35 kDa se corresponde con el remanente de HyS que aun
conserva la etiqueta, mientras que la banda que se encuentra por encima de los 17 kDa se corresponde

con la etiqgueta SUMO.
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Figura 12: Cromatograma correspondiente a la primera etapa de purificaciéon en columna de afinidad a quelatos
metalicos en matriz de agarosa. La matriz se equilibré previamente con 3 Vc de tampon Tris-Hcl 50 mM, Imidazol 10
mM pH 8 (Tampodn A). Posteriormente se inyectd la muestra. Para la elucién de las proteinas fijadas a la matriz, se
empled un gradiente lineal de 0 a 100% de tampén Tris-HCI 50 mM, Imidazol 500 mM pH 8(B). Se empled un flujo de
1.0 ml/min. En el inserto se muestra el gel correspondiente a esta etapa de la purificacion. En éste se aplicaron
diferentes fracciones correspondientes a los picos obtenidos en el cromatograma. Con flecha morada se sefiala la
banda correspondiente a la proteina HyS con la etiqueta SUMO.

Figura 13: SDS-PAGE al 14% correspondiente al corte con la proteasa SUMO. P: Patén de peso molecular, AC:
proteina HyS antes de incubar con la proteasa, DC: proteina HyS después de incubar con la proteasa.

7.1.3.2. Cromatografia de afinidad 2.

En la figura 14 se muestra el cromatograma correspondiente al segundo paso en la purificacién de la
HyS cristalina. Previo a la inyeccion de la muestra, la columna se equilibré con tres volumenes de

columna de tampén A (Tris-HCI 50 mM pH 8). Una vez inyectada la proteina, se colectaron las
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fracciones no fijadas a la matriz. Posteriormente se realiz6 un lavado con tres volumenes de
columna de tampon A para eliminar el remanente de proteinas no fijadas al intercambiador. Para
la elucién se empled un gradiente por pasos con 3Vc de los tampones correspondientes. Se
utilizaron diferentes concentraciones de imidazol (10, 100, y 200 mM). Como se observa en la
figura 14, con 100 y 200 mM de imidazol, se obtuvo un pico a cada concentracion. Para
comprobar la presencia de la proteina, se realizaron electroforesis al 14% con fracciones
intercaladas de cada maximo de absorbancia. En el inserto de la figura 13 se observa claramente
la presencia de la HyS cristalina en la fraccion no fijada y en el lavado con tampon sin imidazol,
mientras que la etiqueta SUMO eluyé en los lavados con 100 y 200 mM de imidazol.
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Figura 14: Cromatograma correspondiente a la segunda etapa de purificacion en columna de afinidad a
quelatos metalicos en columna HisTrap™ Sepharosa®. La matriz se equilibré previamente con 3 Vc de
tampoén Tris-Hel 50 mM pH 8 (A), posteriormente de inyectd la muestra. Para la eluciéon de las proteinas
fijadas a la matriz, se empleé un gradiente por pasos con 3Vc de tampén Tris-HCI 50 mM, 10,100 y 200
mM de Imidazol pH 8(B). Se empled un flujo de 1.0 ml/min. En el inserto se muestra el gel correspondiente
a esta etapa de la purificacion. En este se aplicaron diferentes fracciones correspondientes a los picos
obtenidos en el cromatograma. Con flecha jmorada se sefala la banda correspondiente a la proteina HyS.

7.1.3.3. Cromatografia de intercambio aniénico.

Las fracciones del segundo paso donde se comprobd la presencia de la HyS cristalina, se concentraron
con amicon de 5 kDa de corte antes de pasar al tercer paso del protocolo. La columna fue equilibrada con
2Vc de tampdn A (Tris- HCI 50 mM 100 mM de NaCl pH 8). Posterior a la inyeccién de la muestra, se

realizd un lavado con 2Vc del tampdn A para eliminar las proteinas no fijadas al
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intercambiador. Para la elucion se emple6 un gradiente lineal de fuerza i6nica de NaCl (tampén B:
Tris-HCI 50 mM 500 mM de NaCl pH 8). En la figura 15 se observa el cromatograma correspondiente
con esta etapa de la purificaciéon. Se pueden observar dos picos, las fracciones de ambos se
aplicaron en electroforesis para corroborar la presencia de la HyS. En el inserto de la figura 15 se
observa dicha electroforesis, y se puede ver claramente la presencia de la banda correspondiente
con la HyS a la altura aproximada de los 20 kDa en las fracciones correspondientes con el primer

pico del cromatograma mientras que otros contaminantes eluyen en el otro pico del cromatograma.
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Figura 15: Cromatograma correspondiente a la tercera etapa de purificacion en columna de intercambio aniénico en
matriz Q-Sepharose. Se empled una velocidad de flujo de 1.0 mI/min. En el inserto se muestra el gel correspondiente
a esta etapa de la purificacion. En este se aplicaron diferentes fracciones correspondientes a los picos obtenidos en
el cromatograma. Con flecha roja se sefiala la banda correspondiente la la proteina HyS. Los numeros en el gel
indican el numero de fraccion del cromatograma, Iny: Muestra inyectada en la columna y FNF: Fraccion no fijada a la
matriz.

7.2. Desplegamiento térmico de la HyS y HyD cristalinas humanas.

Tanto la HyD como la HyS cristalina son proteinas muy estables. Para el caso de la HyD esta puede ser
calentada hasta 75°C sin observar sefales de desplegamiento mientras que la HyS puede ser calentada
hasta los 60°C. En este trabajo, realizamos experimentos donde la temperatura fue aumentada en el
rango de 37 a 98°C y se determino la Tm de las proteinas en ambas condiciones. Este parametro refleja la
temperatura a la cual la mitad de las moléculas de la proteina se encuentran plegadas. Para la HyD la Tm

obtenida fue de 83.9 £0.1°C mientras que para la HyS, fue de 79.9 £0.1°C. Para ambas cristalinas
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el maximo de emisién de fluorescencia es 325 nm cuando la proteina estd plegada y este
maximo se corre a 350 cuando la proteina se despliega completamente. Por esto, la relacion
IF(350/325) es un parametro ampliamente utilizado en estos sistemas para tener informacion de
la fraccién de proteina desplegada. En la figura 16 se muestran los graficos que relacionan la
intensidad de fluorescencia IF(350/325) con respecto a la temperatura para ambas proteinas. Se
puede observar claramente que no se detecta cambio durante un amplio rango de temperaturas
(37-70°C) (Figura 16). Estos resultados confirman que ambas gammas cristalinas, al igual que
otras proteinas de la familia, son proteinas con una alta estabilidad térmica.
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Figura 16: Desplegamiento térmico de gammas cristalinas humanas. A: HyD, B: HyS. En ambos casos se
empled una longitud de onda de excitacion de 295 nm, se colectaron los valores de longitud de onda de emision
a 325 y 350 nm y se calculd posteriormente la relacion de IF(350/325). Se aumentd a temperatura 3°C/min. de
37 a 98°C. Para el calculo de la Tm se ajustaron los datos a una sigmoide.

7.3. Desplegamiento térmico de HyD y HyS cristalinas en presencia de Cu(ll) y Zn(ll).

En la figura 17 se muestra el desplegamiento térmico de ambas proteinasa una concentracién de 50 pM
en ausencia y presencia de 1.5eq. de Cu(ll) y Zn(ll). El valor de Tm obtenido para ambas proteinas en
ausencia de iones metalicos como se mencioné antes fue de 83.9°C para la HyD mientras que para la

HyS fue de 79.9°C, lo que indica que estamos en presencia de proteinas muy estables. Por otro lado, en
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presncia de iones metalicos los Tm variaron ligeramente. Para el caso del Cu(ll) (azul) se
observa claramente como la curva se corre hacia la izquierda en ambos graficos y el valor de
Tm obtenido es 77.26 +0.1°C para la HyD y 66.6 £0.52°C para la HyS. La Tm disminuye casi
7°C y 13 °C para la HyD y la HyS, respectivamente.
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Figura 17: Desplegamiento térmico de gammas cristalina en ausencia y presencia de Cu(ll) y Zn(ll). A: HyD en ausencia
(negro) y en presencia de Cu(ll) (azul) o Zn(ll) (rojo), B: HyS en ausencia (negro) y en presencia de Cu(ll) (azul)
o Zn(ll) (rojo). Para el calculo de la Tm se ajustaron los datos a una sigmoide.

Estos resultados indican que el Cu(ll) disminuye considerablemente la estabilidad térmica de
ambas proteinas, sin embargo, tiene un mayor efecto en la HyS cristalina. Para el caso del
Zn(ll) (rojo) la disminucion en el valor de Tm fue de 10°C para la HyS mientras que para la
HyD fue de 7.5°C. Estos resultados son indicativos de que al igual que el Cu(ll), el Zn(ll)
disminuye la estabilidad térmica de ambas proteinas, sin embargo, el efecto es mayor en la

HyS cristalina. Los valores de Tm obtenidos se resumen en la tabla 4.

Por otro lado, este experimento nos permitié establecer que los valores de la relacion 1F(350/325) cuando
la proteina esta plegada, oscilan entre 0.6 y 0.7 para la HyS; por su parte fluctian entre 0.60 y 0.65 para la
HyD. Una vez que la proteina se depliega estos valores aumentan hasta aproximadamente

1.3-1.4. para ambas proteinas. Para corroborar que las proteinas se desplegaron completamente se
tomaron espectros de estas al inicio y al final del experimento (Figura 18). En la figura 18 se observan

los espectros de fluorescencia de ambas proteinas antes y después de finalizar el desplegamiento
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térmico. En ambos casos se observa un corrimiento del maximo de emisién de fluorescencia a 350 nm en
los espectros tomados posterior al desplegamiento térmico mientras que los espectros tomados antes del
experimento muestran el maximo de emisién en 325 nm para ambas proteinas. Estos resultados son un

indicativo de que la temperatura desplegé completamente a las gamma cristalinas.

Tabla 4: Valores de Tm. obtenidos para gamma cristalinas humanas en ausencia y presencia de iones metalicos.

HyD HyS
No ion metalico 83.910.1 79.9+0.1
Cu(ll) 77.260.1 66.6£0.52
Zn(ll) 76.310.1 69.510.1
1.2 A 12 B

= HgS+Zn despT
= HgS+Cu despT
=== Hg$ despT
=== Hgs Inicial

= HgD+Zn despT
= HgD+Cu despT
=== HgDdespT
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Figura 18: Espectros de fluorescencia de gammas cristalinas. A: HyD, B: HyS antes del desplegamiento térmico
(negro) y después del mismo en ausencia (lineas discontinuas) y presencia de 1.5eq de Cu(ll) (azul) y Zn(ll) (rojo). Se
empled en ambos casos una longitud de onda de excitacion de 295 nm y se colectaron los espectros entre 300 y 500 nm.
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7.4. Efecto de iones metalicos Cu(ll) y Zn(ll) en el desplegamiento y agregacion de

gammas cristalinas humanas.

Durante el trabajo de maestria se observé que bajas concentraciones tanto de Cu(ll) como de
Zn(ll) inducen la agregacién de la HyD cristalina. Durante el doctorado continuamos re-

analizando nuestros resultados, obteniendo nuevos hallazgos que se describiran a continuacion.

7.4.1. Cinética de agregacion de HyD cristalina por turbidimetria.

Con el objetivo de conocer el efecto de los iones metalicos en la agregacion de la HyD cristalina se
realizaron cinéticas de agregacioén por turbidimetria en ausencia y presencia de iones metalicos. En
dichas cinéticas se sigui6 la absorbancia a 405 nm de una muestra de HyD cristalina a 37°C por 12 h.

En ausencia de iones metalicos, la proteina mostré valores cercanos a cero de turbidez durante toda

la cinética, lo que indica que la proteina se mantiene soluble durante el tiempo del experimento.

Por su parte, tanto la presencia de 1.5 equivalentes de Zn(ll) o de Cu(ll) produjo un incremento de la
turbidez, lo que indica la formacion de agregados de la HyD cristalina en funcién del tiempo (Figura 19). La
presencia de Cu(ll) provoco un aumento de la turbidez pero esta presento varias fases, la primera de ellas,
una fase estacionaria durante los primeros 50 minutos seguida de una fase de rapido incremento de la
turbidez con una velocidad de 13.7 x 10™ + 5.5 x 10™° por min que duré los siguientes 80 min de la cinética
(Figura 19A). Posterior a los 130 min se observé una disminucion en el crecimiento de la turbidez a 405
nm (Figura 19 B). Esto se debe a la precipitaciéon de los agregados. Por otro lado, la adicion de 1.5eq de
Zn(ll) provoco un incremento inmediato de la turbidez en la muestra durante los primeros 280 minutos con
una velocidad de 11.67 x 10 + 1.2 x 10°> min. Posterior a los 280 min se observé una disminucién en la
turbidez de la muestra (Figura 19 C y D). Al igual que en el Cu(ll) esta disminucion se debe a la
precipitacion de los agregados de proteina.

A pesar de que ambos metales provocaron un aumento de la turbidez de la proteina, la
cinética agregacion asi como el estado final fueron diferentes. Esto es un indicativo de que

ambos metales inducen la agregacién de la HyD cristalina por mecanismos diferentes.

41



Resultados de metales

A B
0.35+ 035
+  HgD+1.5eq Cu (Il
g ) M
0.25 0.25 j‘\
] S
£ 02] £ o2
un 4 wn
g M g
o - it =]
Q0.5 P 8015 ;
o
o
0.1 29 * 0.1
Faﬁe\ ’/
4 o
0.05 te———>, 0.05
————— — — 0 L T L e o B e

T — T
0 50 100 150 200 250 300 0 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (min) Tiempo (min)
C D
0.35 0.35
+  HgD+1.5eq Zn(IT) ]
0.3 0.3
+  HgD * ] Mx
_.-’."Om'“.” 1 M A
] o 0.25 5 -
0.25 '...o .25 » ‘%ﬁ
] - ] P
Lol ] *
E 02] w E 02] f K
g g 1
© 0.154 Fd © 0,15 r 4 h -}
=) e a ]
.ﬁ#' ] f'ﬁ %
] §
0.1 ”." 0.1 f ﬂ*’:.%
o ] o N, Y
0.05 ™ 0.05+ ‘A
G n iﬂM
o . : — — : 0 . - R e i
0 50 100 150 200 250 300 0 100 200 300 400 500 600 700
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 19: Cinética de agregacion por turbidimetria a 405 nm de la HyD cristalina en ausencia (negro) y
presencia de 1.5eq de Cu(ll) (azul) y Zn(ll) (rojo). La concentracion de proteina fue de 50 uM. Ay C
muestran los primeros 300 min de cinética para la proteina en presencia de Cu(ll) y Zn(ll)
respectivamente. B y D muestran las 12 horas de cinética para la proteina en presencia de Cu(ll) y Zn(ll)
respectivamente. La flecha negra senala la fase estacionaria observada en presencia de Cu(ll).

7.4.2. Cinética de agregacioén de HyS cristalina por turbimimetria.

Con el objetivo de estudiar el efecto de ambos iones metélicos en la agregacion de 50 uM de
HyS cristalina durante tiempos largos se realizaron ensayos de turbidimetria en ausencia y
presencia de 1.5eq Cu(ll) y Zn(ll) por 12 horas. En el inserto de la figura 20 se muestra la

cinética en ausencia y presencia de 1.5 eq. de Cu(ll).
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Para el caso del control de la HyS en ausencia de metal (Inserto, negro) se observa como la turbidez a
405 nm no aumentd a largo del experimento. Estos resultados sugieren que en este tiempo la proteina no
forma agregados que impidan el paso del haz de luz. La inspeccién visual de la muestra mostré una
solucion completamente transparente al finalizar la cinética En el caso de la cinética en presencia de 1.5eq

Cu(ll) (azul) se observa un aumento sigmoidal de la turbidez en los primeros 50 min.
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Figura 20: Cinética de agregacion por turbidimetria a 405 nm de la HyS en ausencia presencia de 1.5eq de
Cu(ll) en sus primeros 50 minutos. Los datos se ajustaron a una seigmoide. La concentracion de proteina fue
de 1mg/mL. En el inserto se muestra la cinética completa en ausencia y presencia de 1.5eq de Cu(ll) (azul).

Este aumento de la turbidez es indicativo de la formacion de agregados de gran tamafo que
dispersan la luz. Posterior a los 50 min se observa una disminucién en la turbidez hasta valores de 1,
esto puede deberse a la precipitacion de los agregados de mayor tamafo. Sin embargo una turbidez
de 1 es un valor bastante elevado, lo que indica que si bien parte de los agregados precipitan otros se
mantienen en suspension (Figura 20 inserto). La inspeccién visual de la muestra al final de la cinética
permitié observar la presencia de agregados blancos en suspension y precipitados en la muestra.

Estos resultados indican que las concentracién de Cu(ll) empleada induce la agregacién de la HyS.
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Interesantemente, el analisis de los primeros 50 min. de la cinética (Figura 20), muestra la presencia
de una fase estacionaria corta. La presencia de esta fase podria ser indicativo de que la primera
etapa incluye cambios conformacionales en la proteina y formacién de intermediarios a partir de los
cuales comienza la agregacion. El ajuste de los datos a una sigmoide reveld que el tiempo medio de
formacion de los agregados fue de 6.47+0.5 min. Estos tiempos son menores que los obtenidos para
la HyD cristalina humana, lo que indica que el proceso de formacion de agregados para la HyS
cristalina ocurre mucho mas rapido. Para el caso de Zn(ll), debido a problemas técnicos no contamos
con la cinética completa, no obstante tenemos algunos datos que nos proporcionan informacion al

respecto del proceso. En primer lugar el valor de turbidez en la muestra antes de adicionar los 1.5eq

de Zn(ll) fue de 1.1x 107>, Este valor de turbidez es indicativo de que antes de la adicion del metal la
solucién de proteina no presentaba agregados que impidieran el paso del haz de luz. Una vez
anadidos los 1.5eq de Zn(ll) y transcurrida la primera hora de cinética el valor de turbidez obtenido
fue de 2.48. Estos altos valores de turbidez son indicativos de la formacion de agregados de gran
tamano que aumentan la opacidad de la muestra. Estos resultados indican que el proceso de
agregacion inducido por el Zn(ll) ocurre en menos de una hora. La inspeccion visual de la cubeta
permitié observar una solucién completamente turbia pero sin presencia de agregados precipitados.
La carencia de precipitados en este caso puede ser por el tiempo de duracion del experimento. No
obstante, la formacién de agregados de la HyS cristalina inducidos por Cu(ll) y Zn(ll) ocurre a mayor
velocidad que para la HyD cristalina. Los resultados obtenidos por turbidimetria muestran que ambos
iones metdlicos inducen la formaciéon de agregados de gran tamafio que se forman desde los

primeros minutos de la cinética y aumentan la opacidad de la soluciéon de proteina.

7.4.3. Cinética de agregacion de HyD cristalina por dispersion dinamica de luz.

Con el objetivo de conocer el tamafo de los agregados de HyD inducidos por su interaccién con
iones metalicos se emple6 DLS. Empleando el software HYDROPRO (Ortega et al. 2011) se calculd
el radio hidrodinamico asi como el coeficiente de difusion tedricos empleando las coordenadas

cristalograficas (PDB: 1HKO). Los valores obtenidos para estos parametros fueron R+ = 2.19 nm and

D= 1.122x107 cm?/s para el monémero y R+ =3 nm and D= 0.81x10” cm?/s para un dimero.
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En las mediciones puntuales realizadas a la HyD, la curva de correlacion obtenida es consistente

con una muestra polidispersa, con dos especies fundamentales. La especie mas abundante, con

el 80% de la sefial tiene un coeficiente de difusion de D=1.06x10"" cm?/s el cual se corresponde
con un radio hidrodinamico de 2.3 nm. La segunda especie presenta radio hidrodinamico de 75
nm y constituye el 16% de la sefal. Una vez transcurridas las 12 h del experimento, se
mantienen las dos especies detectadas al inicio pero con porcentajes diferentes; 57% para el
monomero y 41.5% para el oligomero (Figura 21). A pesar de la presencia de oligdmeros en un
porciento considerable en la muestra, ésta permanecié completamente transparente todo el
tiempo del experimento, aspecto que se pudo comprobar por turbidimetria. Los resultados
obtenidos sugieren que en las condiciones utilizadas, la HyD se encuentra mayormente en forma
monomeérica, sin embargo puede formar oligdmeros que también estan presentes en la muestra
desde el inicio del experimento. Todos los ensayos de DLS se realizaron con muestras donde la

especie mayoritaria (~80%) es la forma monomérica de la HyD cristalina.
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HgD 37° C 720 min.
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Figura 21: Curvas de correlacion del punto inicial y final de la cinética de HyD cristalina en ausencia de
iones metalicos. En rojo se muestra el ajuste de los datos a un modelo de distribucion. En el panel inferior
se muestra el residual entre los datos originales y el ajuste.

La curva de correlacién de la cinética de agregaciéon de HyD en presencia de 1.5 eq de Zn(ll)(Figura
22A), muestra un corrimiento hacia la derecha, lo que es indicativo de un aumento en el radio

hidrodinamico producto de la formacién de oligdbmeros de gran tamano. El porcentaje de la sefal
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correspondiente a la especie monomeérica cambié drasticamente, de 84.7% a menos del 10% en
la primera medicion luego de la adicidon del del ibn metalico. En correspondencia la sefial del
oligbmero aumento6 de 11.6% a mas de 88%. El radio hidrodinamico de los oligdmeros aumento
rapidamente, alcanzando valores de 800 nm antes de los primeros 70 min. del experimento, con
una tasa de crecimiento de 12.4 + 0.16 por minuto. Esta tasa concuerda con los resultados
obtenidos por turbidez, lo que nos permite inferir que el aumento de la turbidez en la muestra se
debe a la formacion de oligdbmeros de gran tamafo. Posterior a los 80 min. los datos muestran un
aumento de la dispersion; esto puede relacionarse con la precipitacion de los agregados y al
elevado grado de polidispersion de la muestra. El valor maximo de radio hidrodinamico de los

agregados fue 1,650 nm mientras que el tamafo promedio fue de 650 nm.

El efecto del Cu(ll) es un tanto diferente al del Zn(ll); en la primera medicion una vez afadido el metal
(figura 22B), la curva de correlacion es muy similar a la obtenida en ausencia de este. En las siguientes
mediciones, se observa un ligero incremento del radio hidrodinamico de 2.2 a 2.7 nm, mientras que el
porcentaje de la sefal correspondiente al mondmero muestra una disminucion gradual hasta menos del
10% a los 100 min (Figura 22C). La senal correspondiente al oligdmero mostrd la tendencia opuesta, con
un incremento gradual del porcentaje de la sefial hasta mas del 90% de la sefial y un aumento del radio
hidrodinamico hasta 500 nm durante los primeros 100 minutos. Posterior a los 300 minutos se observa un

aumento considerable de la dispersion por la precipitacion de agregados.

Todos los resultados anteriores confirman que ambos metales inducen la formacién de
agregados de gran tamafo que dispersan la luz visible. Sin embargo, la formacion de estos

agregados parece tener lugar por mecanismos diferentes.
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Figura 22: Curva de correlacion de HyD cristalina en ausencia y presencia de Cu(ll) y Zn(ll) durante la cinética de
agregacion seguida por DLS. A: Curvas de correlacion de la HyD en ausencia (gris) y presencia (rojo) de Zn(ll) a
diferentes tiempos. B: Curvas de correlacion de la HyD en ausencia (gris) y presencia (azul) de Cu(ll) a
diferentes tiempos. C: Rh vs tiempo para las dos principales sefiales, monémero (izquierda) y oligémero
(derecha) de HyD cristalina en presencia de Cu(ll). Los puntos azules muestran el radio hidrodinamico y
las barras representan el porciento de la sefial que corresponde a dicho radio.
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7.4.4. Cinética de agregacion de HyS cristalina por dispersioén dinamica de luz.

Con el objetivo de conocer el tamafio de los agregados de HyS inducidos por los iones metalicos
realizamos cinéticas en las mismas condiciones de las cinéticas de turbidez perose siguieron por
DLS. Al igual que para la HyD se calcul6 el radio hidrodindmico asi como el coeficiente de difusién
tedricos empleando el software HYDROPRO, con el uso de las coordenadas obtenidas por

resonancia magnética nuclear (PDB: 2M3T). Los valores obtenidos para estos parametros fueron Ru

=2.43 nm and D= 1.005x10” cm?s. Esta técnica nos permite conocer la difusién de las moléculas
presentes en una solucion y a partir de esto se puede saber el radio hidrodinamico de dichas
moléculas, en nuestro caso particular de las proteinas. En tal sentido primeramente realizamos
mediciones puntuales de la HyS, para conocer el radio hidrodinamico en su forma monomeérica. Las
curvas de correlaciéon obtenidas fueron las tipicas de muestras polidispersas, con presencia de
proteina en varios estados oligoméricos; el mayor porcentaje de la sefal correspondié a un valor de
radio hidrodindmico de 2.33 nm. Este valor de radio de corresponde con el radio esperado para una
molécula con el peso molecular de la HyS cristalina. En la figura 23 se observa la curva de
correlacion obtenida en dicho ensayo. En esta curva se puede apreciar que la pérdida de la
correlacién ocurre rapidamente, lo que es un indicativo de la presencia de moléculas pequefias, en
este caso la forma monomérica de la proteina, mientras que el segundo hombro se debe a la
presencia de oligdbmeros de mayor tamafo en la muestra. Por otro lado, por el tiempo en el cual la

curva llega a valores de cero, podemos sugerir la presencia de oligdbmeros de mayor tamano.
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Figura 23: Curva de correlacion de HyS cristalina. Los datos fueron ajustados a un modelo de distribucion
que asume la presencia de varias poblaciones de proteina. En el panel inferior se muestra el residual entre
el ajuste realizado a los datos y los datos originales.

El analisis de la curva de correlacién empleando un modelo de distribucion, nos permitié discernir que
el 79% de la sefial corresponde a la forma mondémerica de la HyS Rh: 2.33 nm mientras que el 20%
corresponde a oligémeros con Rh: ~50 nm. Para el caso de las cinéticas, como experimento control
realizamos una cinética de agregacion por dispersion dinamica de luz en ausencia de iones
metalicos. (Figura 24). En la figura se muestran las curvas de correlacion correspondientes al punto
inicial y final de la cinética. De manera similar a la medicidon puntual, el analisis de la correlacion del
punto inicial muestra la presencia de proteina en distintos estados, el 80% de la sefial se corresponde
con la forma mondémerica de la proteina (Rh: 2.33 nm) mientras que el 20% restante se corresponde
con un oligdmero de aproximadmente 50 nm de radio (Tabla 5). A las 12 horas, se mantienen las
mismas dos sefiales, pero con porcentajes diferentes. En este sentido el porciento de la sefal que
corresponde a la forma monomeérica disminuyé al 49% mientras que la forma oligomérica ademas de
aumentar su radio (135 nm) aumentd su porcentaje hasta 48.9% (Tabla 5). Estos resultados indican
que la proteina HyS cristalina es capaz al igual que la HyD de formar oligdémeros de gran tamafo, sin
embargo, la ausencia de turbidez en la muestra es un indicativo de que estos agregados permanecen

solubles durante el tiempo del experimento.
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Figura 24: Curva de correlacion de HyS en ausencia de iones metalicos en el punto inicial y final de la
cinética de agregacién por DLS. Con los circulos cerrados se muestra el punto inicial mientras que con los
circulos abiertos se muestra el punto final. Las lineas rojas muestran el ajuste al modelo de distribucion.

Por otra parte, en presencia de 1.5 eq. de Cu(ll) desde la primera medicién se obtuvieron valores de
radio hidrodinamico muy grandes (Rh: 304 nm) (Figura 25), correspondientes con la presencia de
agregados en la muestra. La curva de correlacion de la medicién correspondiente al minuto 1.6 (azul)
de la cinética muestra un corrimiento hacia la derecha, lo que es un indicativo de la presencia de
oligbmeros de gran tamano. Estos resultados indican que el Cu(ll) induce la formaciéon de agregados
de gran tamafo desde los primeros minutos, en concordancia con los resultados obtenidos por
turbidimetria. El analisis de la curva de correlacion (Figura 25, azul) arrojé que aproximadamente
70% de la sefal corresponde a agregados de 304 nm de radio hidrodinamico y el resto se
corresponde con agregados de 600 nm (Tabla 6). La curva de correlacion a las 12 h de cinética, que
se muestra en rojo en la figura 25, también muestra un corrimiento considerable hacia la derecha. El
ajuste a un modelo de distribucidon mostré que el 85% de la sefal se corresponde con agregados de
980 nm de radio hidrodinamico (Tabla 6). Estos resultados confirman que el aumento de la turbidez

en la muestra (Figura 20) se debe a la presencia de agregados de gran tamafio de la HyS cristalina.
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Figura 25: Curva de correlacion de HyS en ausencia de Cu(ll) (negro) y presencia de 1.5eq Cu(ll) a distintos tiempos
de la cinética de agregacion. En azul se muestra la curva de correlacion al minuto 1.6 y en rojo al minuto 100.

Para el caso de los experimentos con 1.5eq Zn(ll) se obtuvieron resultados muy similares. Desde la
primera medicion la curva de correlacion es la tipica de muestras polidispersas (Figura 26 azul). El analisis
de esta curva de correlacién mostré que 99% de la sefial se corresponde con oligdbmeros de 435 nm de
radio, mientras que el analisis de la curva de correlacion del punto final de la cinética mostré que el 95%
de la sefial se corresponde con agregados de 1.6 micras de radio hidrodinamico (Tabla 7). Estos
resultados muestran que la interaccion de HyS con Zn(ll) induce la formacion de oligébmeros que
aumentan su tamafio con el paso del tiempo. Por otro lado, estos hallazgos corroboran que el aumento en

la turbidimetria se debe a la formacién de agregados de la HyS cristalina.

10 T L LALL L B L B L B L LLL B SN B
Giigs Tabla 7: Radio hidrodinamico de la HyS cristalina en el punto

*Has L& min inicigl y final de la cinética en presencia de 1.5eq Zn(ll).
@®HgS 720 min

0.8

Proteina 1.6 min 720 min
HyS +1.5eq Zn(ll) 435 nm (99%) 1646 nm (95%)

0.6

gf“ (T)

04

0.2

0.0

10° 10° 10* 10° 102 107
7(s)

Figura 26: Curva de correlacion de HyS en ausencia de Zn(ll) (negro) y presencia de Zn(ll) a distintos
tiempos de la cinética por dispersion dinamica de luz. En azul se muestra la curva de correlacién en el
punto inicial (1.6 min) y en rojo al minuto 720.
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Los resultados obtenidos tanto por turbidez como por dispersion dinamica de luz indican que ambos iones
metalicos inducen la agregacion de la HyS cristalina. La formacion de agregados ocurre bruscamente y se
obtienen en ambos casos valores de turbidez y radios hidrodinamicos que indican la presencia de
agregados de gran tamafo. En tal sentido, debido a la naturaleza de las mediciones de dispersiéon
dinamica de luz, el cual es un experimento de baja resolucion temporal, con las condiciones empleadas en

nuestros ensayos podemos dar poca informacion de las primeras etapas del proceso.

7.4.5. Cambios conformacionales en la HyD inducidos por Cu(ll) y Zn(ll).

La espectroscopia de fluorescencia se empled para detectar cambios en el ambiente local de los
triptofanos. En este sentido el efecto de los iones metalicos en el grado de plegamiento de la
HyD cristalina se siguio a través de la relacién 350/325 nm durante las 12 horas del ensayo. La
proteina en ausencia de iones metalicos mantuvo el maximo de emisién en 325 nm durante el
tiempo del experimento. Ademas la relacién 350/325 se mantuvo constante las 12 horas de

ensayo. Estos resultados son un indicativo de que la proteina se mantiene plegada.

En presencia de 1.5 eq. de Zn(ll) la relacion IF(350/325) nm experimentd un pequefio aumento,
variando de 0.63 a 0.68. Este cambio sugiere pequefias variaciones en el ambiente quimico de

los triptofanos durante el proceso de formacién de los agregados de proteina (Figura 27B).
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Figura 27: Relacion de la intensidad de fluorescencia IF(350/325) nm de HyD con respecto al tiempo. En
ausencia (negro) y presencia de 1.5 eq. de Cu(ll) (azul) o 1.5 eq. de Zn(ll) (rojo).
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A diferencia del Zn(ll), el Cu(ll) provocd un corrimiento del maximo de emision de fluorescencia de 325 nm
a 330 nm, ademas la relacién IF(350/325) nm presentd un aumenté de 0.65 hasta 0.89. Como se observa
en la figura 27 el aumento en la relacion tiene un comportamiento bi-fasico, una primera fase con un
aumento inicial rapido seguida de una fase donde el aumento ocurri6 mas lentamente. Un aspecto
interesante es el hecho de que la interseccién entre ambas fases pareceria coincidir con la fase
estacionaria observada tanto por turdidimetria como por dispersién dinamica de luz. Los resultados

obtenidos sugieren que el Cu(ll) induce el desplegamiento parcial de la HyD cristalina.

7.4.6. Cambios conformacionales en la HyS cristalina inducidos por iones metalicos.

Con el objetivo de detectar cambios en el ambiente local de los triptofanos de la HyS cristalina, inducidos
por los iones metalicos, empleamos la espectroscopia de fluorescencia ya que esta proteina al igual que

HyD, presenta cuatro triptofanos conservados en las posiciones 47, 73, 137 y 163.

En este sentido se obtuvieron espectros de la proteina en ausencia y presencia de ambos iones
metalicos durante 12 horas a 37°C. Para el caso de la proteina en ausencia de iones metalicos
en la figura 28 se muestran los espectros a diferentes tiempos de la cinética, se observa en los
paneles A y D que el maximo de emision practicamente no varié a lo largo de la cinética (325-326
nm). Ademas en la figura 29, se observa que el cociente IF(350/325) no cambia durante las 12
horas del experimento. Estos resultados indican que el ambiente quimico de los triptofanos no
sufri6 modificaciones durante el tiempo del experimento. Estos resultados sugieren que la

proteina durante la cinética se mantiene plegada durante la cinética de agregacion.

En presencia de 1.5 eq. de Zn(ll) se observd un corrimiento del maximo de emisién de 325 a 332 nm
durante los primeros 20 min de cinética. Estos resultados se pueden deber a que una pequefia poblacién
de proteina esta desplegada completamente o a que una poblacion de la proteina se encuentre
parcialmente desplegada. Con las técnicas empleadas hasta el momento no podemos discernir ante cual

de estos escenarios nos encontramos. Por otro lado para el caso del Zn(ll) se observo en el espectro de
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los 4 min un aumento en la intensidad de fluorescencia (Figura 28 D); si tenemos en cuenta que en este
momento de la cinética se observa un corrimiento del maximo a 330 nm, este aumento en la intensidad de
fluorescencia puede deberse al desplegamiento parcial de la proteina. La figura 29 permite observar con
mas detalle este efecto, pues en tiempos cortos, el cociente aumenta hasta 0.85.

En presencia de 1.5 eq. de Cu(ll) se obtuvieron algunas diferencias (Figura 28 E y F). En la
figura se observa que a los 100 min. el espectro muestra un corrimiento en el maximo de
emision a 332 nm. Esto indica que el ambiente quimico de los triptofanos cambié y se puede
inferir que la proteina experiment6 algun grado de desplegamiento. Este corrimiento en el
maximo se mantuvo durante el resto de la cinética variando entre 332 y 335 nm. Estos

resultados sugieren que el Cu(ll) induce desplegamiento parcial de la HyS cristalina.
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Figura 28: Espectro de fluorescencia de HyS cristalina a 37°C por 12 horas. Se representan los espectros cada 100 min.
En la parte superior (A, B, C) se muestran los espectros normalizados y en la parte inferior los espectros no normalizados
(D, E, F). Ay D se corresponden con la proteina en ausencia de metal, B y E muestran la proteina en presencia de 1.5eq de
Zn(ll) mientras que C y F muestran los espectros de la proteina en presencia de 1.5eq de Cu(ll).
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Figura 29: Relacion de la intensidad de fluorescencia (350/325) nm con respecto al tiempo de HyS
cristalina en ausencia (negro) y presencia de 1.5 eq de Cu(ll) (azul) o 1.5 eq de Zn(ll) (rojo).

Para las cristalinas, esta muy bien descrito que la relacion de intensidad de fluorescencia IF(350/325)
es un indicador de la fraccion de proteina desplegada presente en la muestra (Kossinki et al. 2003;
Flaugh et al., 2005).En la figura 29 se observa el cociente para la HyS cristalina (negro) en ausencia
de metal, puede observarse como esta relacion se mantiene entre 0.6 y 0.7 durante las 12 horas del
experimento. Esto sugiere que la proteina se mantiene plegada durante todo el tiempo de la cinética.
En presencia de Cu(ll) (Figura 29A) se observa un aumento de esta relacion entre 0.73 y 0.98. Si
tomamos en consideraciéon que el valor de la relacién IF(350/325) cuando la proteina esta
completamente desplegada es 1.3 (Figura 18), podemos sugerir que el Cu(ll) induce el
desplegamiento parcial de la proteina. Un aspecto importante, como se ha mencionado antes, es la
velocidad del proceso; como se puede observar en la figura 29, durante los primeros 20 min de la
cinética el valor de la relacién IF(350/325) aumenté hasta 0.87, lo que sugiere que los primeros

eventos de desplegamiento inducidos por el Cu(ll) ocurren practicamente de manera inmediata.
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8. Discusion de resultados del efecto de iones metalicos en el desplegamiento y

agregacion de gamma cristalinas humanas.

Los dafos que sufren las cristalinas por diferentes factores a lo largo de la vida de una persona, se van
acumulando lentamente en el lente ocular; hasta que superan los mecanismos con que cuenta esta
estructura para contender con proteinas dafiadas. A partir de este punto se comienzan a desarrollar las
cataratas. Entre los factores de riesgo que se han asociado con el desarrollo de esta patologia se
encuentran los iones metalicos. En trabajos anteriores ya se ha informado que tanto el Cu(ll) como el
Zn(Il) inducen la agregacion de la HyD cristalina con un efecto dependiente de la concentraciéon. Con el
objetivo de tener informaciéon de la agregacion inducida por los metales, seguimos el proceso durante
tiempos largos y con la menor concentracion de metal que afectara la proteina. Para esto empleamos

varias técnicas espectroscopicas como la fluorescencia y la dispersion dinamica de luz.

Para la HyD los resultados obtenidos por turbidimetria indican que 1.5eq de ambos iones
metalicos inducen la turbidez de la proteina, mientras que en ausencia de estos la solucién
permanecié transparente durante todo el tiempo del experimento (12 horas). Por otro lado,
los resultados de DLS mostraron la formacion de agregados de proteina de gran tamafio en
presencia de ambos iones metalicos. Un aspecto interesante en este sentido, es que la
velocidad de agregacion obtenida por ambas técnicas se correlacionan muy bien, lo que es
un indicativo de que la turbidez obtenida es producto de la formacion de agregados de la
HyD cristalina. Con el paso del tiempo se observé una disminucién tanto en la turbidez como

en el radio hidrodinamico, debido a la precipitacion de los agregados.

El analisis de los resultados de DLS indica que ambos metales inducen la formacion de grandes
agregados (Figura 22). Estos agregados con el paso del tiempo aumentan tanto en tamafio como
en porcentaje de la sefial de DLS, mientras que la sefal correspondiente al mondmero de forma

contraria va disminuyendo durante la cinética llegando a ser menos del 10%.
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Si bien ambos metales inducen la agregacion de la HyD cristalina, los resultados indican que el
mecanismo es diferente. En la primera medicion posterior a la adiciéon de Zn(ll), el radio hidrodinamico
indica la presencia de oligdmeros de HyD (Figura 22A). Estos resultados indican que el Zn(ll) induce la
rapida formacion de oligdmeros solubles, y que estos van aumentando de tamafio llegando a los 400 nm
en los primeros 80 min. Posterior a este tiempo, se observa un aumento considerable en la dispersion
debido a la presencia de precipitados. Los cambios conformacionales sufridos por la proteina durante el
proceso de agregacion fueron detectados por fluorescencia. Esta técnica, a diferencia de la dispersion
dinamica de luz, es independiente del tamafo de las moléculas presentes en la muestra. En este caso, la
sefal de fluorescencia depende unicamente del ambiente quimico que rodee a los fluordforos, triptofanos
en este caso. El seguimiento de la relacion IF(350/325) en funcién del tiempo en presencia de Zn(ll)
mostré un ligero aumento que nos permite sugerir que durante el tiempo del experimento ocurren re-
arreglos conformacionales en la proteina para la formacion de los agregados. Estos resultados pueden
corroborarse con los resultados obtenidos por el Dr. Carlos Amero y Dra. Lina Rivillas con resonancia
magnética nuclear. Con el empleo de esta técnica se observd que durante las 12 h no aparecieron
sefiales en la regién desplegada del especto de HSQC de la proteina. Por otro lado los cambios de
intensidad en las sefales no estuvieron circunscritas a una zona particular de la proteina sino que se

distribuyeron a lo largo de los dos dominios (Fernandez-Silva et al. 2020).

Estos resultados nos permiten proponer que la formacién de los agregados de HyD cristalina en
presencia de Zn(ll) no involucra eventos de desplegamiento, mas bien ocurren cambios
conformacionales pequenos que involucran a los triptofanos y a partir de la proteina plegada se
forman los agregados. El hecho de que la proteina no necesite desplegarse para formar los
agregados hace que el proceso de agregacion sea mas rapido como ya observamos por DLS y
turbidimetria. Por otro lado otros autores han propuesto que la agregacién de la proteina en
presencia de Zn(ll) tiene lugar a través de la formacion de puentes metalicos debido a que la

agregacion es suprimida por agentes quelantes como el EDTA (Dominguez-Calva et al. 2018a).

Para el caso de la cinética en presencia de Cu(ll) la primera medicion de DLS mostré una curva de
correlacion muy similar a la de la proteina en ausencia del metal. El analisis de esta curva mostré que la

forma monomérica de la proteina constituia el mayor porciento de la sefial. La siguientes mediciones
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mostraron un aumento ligero del radio hidrodinamico de 2.4 a 2.7 nm. Teniendo en consideracion
que el radio tedrico obtenido para el monémero de la proteina fue de 2.19 nm y para un posible
dimero de 3 nm (Figura 22C), este aumento del radio hidrodinamico puede corresponderse con
la formacion de intermediarios parcialmente desplegados. Posterior a los 80 min esta poblacién
representa menos del 10% de la senal y solo se observan los agregados. Los resultados
obtenidos por turbidimetria muestran un comportamiento sigmoidal con una fase lag de 50 min lo
que sugiere la ocurrencia de dos procesos durante la agregacion (Figura 19 A). Por otro lado la
relacion IF(350/325) en presencia de Cu(ll) mostré un aumento en el tiempo que corrobora la

hipotesis de la presencia de intermediarios parcialmente desplegados (Figura 29A).

Los resultados obtenidos por todas las técnicas demuestran que a pesar de que ambos metales
inducen la agregacion de la HyD cristalina en el tiempo, el mecanismo empleado es diferente. En
tal sentido, a partir de los resultados obtenidos podemos proponer un modelo de agregacion para
ambos iones metalicos (Figura 30). En el caso del Zn(ll), este promueve modificaciones en los
triptofanos que pudieran ser necesarias para la formacién de los agregados, sin embargo estos
se forman a partir de proteina plegada. La formacién de estos agregados provoca el aumento de
la opacidad de la solucion de proteina en el tiempo. Por su parte, el Cu(ll), primeramente induce
el desplegamiento parcial de la HyD cristalina y a partir de estos intermediarios parcialmente
desplegados se forman oligébmeros y posteriormente agregados de gran tamafio que aumentan la

opacidad de la solucién de proteina (Figura 30 parte inferior).
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Figura 30: Modelos de agregacion de la HyD cristalina inducidos por Cu(ll) y Zn(Il).

Para el caso de la HyS cristalina los resultados obtenidos presentaron algunas diferencias. Los resultados
obtenidos por turbidimetria demostraron que ambos metales inducen la agregacion de la proteina y que el
proceso de induccién de la agregacion tiene lugar subitamente (Figura 20), mostrando valores de turbidez
a 405 nm superiores a 1 en los primeros 20 minutos de la cinética. Para el caso de la HyD sin embargo,
empleando las mismas condiciones en los ensayos no se obtuvieron valores de turbidez superiores a 0.3.
Esto es un indicativo de que tanto el Cu(ll), como el Zn(ll) inducen la formacion de especies que dispersan
la luz en mayor cuantia para la HyS cristalina que para la HyD. En ese mismo sentido la disminucion de la
turbidez asociado a la precipitacion de agregados se observé en ambas proteinas en presencia de los
iones metalicos. Sin embargo para la HyS, debido a que el proceso es mucho mas rapido este
comportamiento comenzd a partir de los 20 min mientras que para la HyD solo después de los 300 min. El
analisis mas detallado de los primeros 50 minutos de la cinética de la HyS cristalina en presencia de Cu(ll)
mostro la presencia de una fase estacionaria corta, seguida por un aumento rapido de la turbidez, con un
tiempo medio de formacion de agregados de 6.5 min. Esta fase estacionaria también se describi6 para el

caso de la HyD, sin embargo, su duracién fue mucho mayor.
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Esto pudiera ser indicativo de que las primeras modificaciones inducidas por el Cu(ll) en
ambas proteinas son similares, aunque como ya se ha mencionado anteriormente la

velocidad del proceso es mayor para HyS cristalina.

Por otro lado, con el objetivo de corroborar el efecto la concentracion de metal en la agregacion de la
proteina, realizamos ensayos con 15eq de ambos iones metélicos. Los resultados obtenidos por
turbidimetria con estas concentraciones, en el caso del Cu(ll) mostraron un comportamiento muy
similar en la tendencia de los datos (Figura 6, anexo 1) a los resultados obtenidos con 1.5eq,
obteniendo sin embargo mayores valores de turbidez. Ademas el ajuste de los primeros 20 min de la
cinética nos permitié obtener el tiempo medio de formacién de los agregados y este disminuyo a la
mitad (3.5 min). Estos resultados corroboran que tal como se ha informado antes (Quintanar et al.
2015), el efecto del metal es dependiente de la concentracién empleada. Sin embargo resulta muy
interesante que con una diferencia tan grande en concentracién de metal el comportamiento descrito
por turbidez sea tan similar. Asumiendo que el Cu(ll) presenta diferentes sitios de unién en la
proteina, estos resultados indicarian que la Unica diferencia entre ambas concentraciones de metales
es la velocidad a la cual estos diferentes sitios de union se saturan. Es decir, el aumento de la
concentracion de Cu(ll) provoca la rapida saturacion de los sitios de unién que tienen un papel

importante en la induccién de la agregacion.

Para el caso los experimentos con 15eq de Zn(ll), se obtuvo una tendencia similar a la
obtenida para el Cu(ll), con un aumento casi inmediato de la turbidez obteniendo valores de
tres durante los primeros 30 min de cinética seguido de una disminucién debido a la
precipitacion de un porciento de los agregados. El tiempo medio de formaciéon de los
agregados fue aproximadamente 7 min, tiempo mayor al obtenido con 15eq Cu(ll), lo que

nos permite sugerir que la agregacion con Zn(ll) ocurre mas lentamente.

Los resultados de dispersion dinamica de luz en presencia de 1.5eq de iones metélicos corroboraron los

resultados obtenidos por turbidimetria. En presencia de Cu(ll) la primera medicion mostré una curva de
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correlacién que revela la presencia de agregados de radios hidrodinamicos superiores a los 304 nm,
mientras que para la HyD estos tamafios de agregados se observaron luego de los 35 min de
cinética. A diferencia de los resultados obtenidos en la HyD, en las condiciones utilizadas, no se pudo
identificar por DLS la presencia de intermediarios parcialmente plegados para la HyS cristalina. Esto
puede deberse a que la velocidad de formacién de agregados para esta ultima es muy superior y con
las condiciones empleadas no logramos tener informacién de los primeros seis minutos del proceso.
Tomando en consideracién que el tiempo medio de formacion de los agregados obtenido por turbidez
es de 6.47 min (Figura 20), al realizar la primera medicion por dispersion dinamica de luz ya estamos
en la fase de crecimiento de la turbidez y en consecuencia detectamos mayormente la presencia de
agregados de gran tamafio. El aumento de las concentraciones de Cu (15eq) provocé la formacion de
agregados de 545 nm desde la primera medicién. Por otro lado durante los primeros 100 min de la
cinética se observé un aumento del radio hidrodinamico de los agregados, obteniendo radios de 1782
nm. A partir de este tiempo la precipitacion de los agregados presentes en la muestra provoco que las
curvas de correlacion mostraran un nivel importante de ruido, lo que imposibilita su analisis asi como
el ajuste de los datos a cualquier modelo. Para la HyD sin embargo a pesar de la presencia de
agregados, el hecho de que estos se mantuvieran en suspension durante toda la cinética permitio

conocer el tamafo de los agregados durante todo el tiempo del experimento (12 horas).

Para el caso de la adicion de 1.5eq Zn(ll), igual que para el caso del Cu(ll) desde la primera medicion
de DLS se obtuvieron agregados de gran tamarfio (400 nm), valores mayores que los obtenidos para
la HyD cristalina en tiempos similares del experimento. Con el paso del tiempo el radio hidrodinamico
siguié aumentando hasta valores de 1.6 micras a los 720 minutos. El aumento de las concentraciones
de Zn(Il) permitié obtener valores de radio hidrodinamico mayores a dos micras luego de las 12h de
cinética. A diferencia del Cu(ll), las curvas de correlacion no mostraron tanto nivel de ruido hasta
tiempos posteriores a las 11 h de cinética. Esto puede deberse a que, en este caso, la precipitacion
de los agregados haya tenido lugar mas lentamente. Estos resultados reafirman que el efecto de los
iones metalicos es dependiente de la concentracion. Por otro lado también indican que los valores de

turbidez obtenidos se deben a la formacién de agregados de la HyS cristalina.
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Los resultados obtenidos por turbidimetria y dispersién dinamica de luz nos permiten concluir que la
presencia de 1.5eq Cu(ll) en la solucidon de HyS cristalina induce la formacién de agregados de gran
tamafio, incluso mayores a los agregados reportados para la HyD. Por otro lado, los primeros eventos
inducidos por este metal para provocar la agregacion parecen ser similares en ambas proteinas y
pudieran involucrar eventos de desplegamiento, sin embargo la diferencia fundamental radica en la
velocidad del proceso. Ambas técnicas tienen la peculiaridad de que su sensibilidad esta dirigida
mayormente a particulas de gran tamafo; en el caso de la turbidez, esta solo aumenta cuando se forman
agregados lo suficientemente grandes como para impedir el paso de la luz. La DLS sin embargo, es capaz
de detectar la presencia de la proteina desde su forma monomérica y soluble; no obstante, el hecho de
que las particulas mas grandes dispersen mas la luz provoca que estas sean siempre las mas visibles. De
esta forma con estas técnicas solo podemos tener informaciéon de los agregados inducidos por iones

metalicos pero no de la conformacion de la proteina en estos agregados.

La espectroscopia de fluorescencia, por su parte, nos permite tener informacion de las variaciones que
tienen lugar en la vecindad de los residuos de triptofanos durante la cinética en ausencia y presencia de
iones metalicos. A partir de esta informacion podemos inferir el estado de plegamiento de la proteina y
aportar nueva informacion en funcién de como se forman los agregados. En este sentido, para las
cristalinas la relacion IF(350/325) es una relacion ampliamente empleada para tener informacién de la
fraccion de proteina desplegada. En el caso particular de la HyS cristalina, los experimentos de
desplegamiento térmico mostraron que la relacion IF ( 350/325) oscila entre 0.6-0.7 cuando la proteina
esta plegada y esta relacion aumenta a 1.3-1.4 cuando la proteina se despliega. La proteina en ausencia
de metal mostr6 valores de IF(350/325) entre 0.65-0.7 durante todo el tiempo del experimento, lo que
indica que el ambiente quimico de los triptofanos no cambié durante la cinética. La presencia de 1.5eq
Cu(ll) provocéd un aumento de esta relacion hasta 0.95 durante los primeros 20 minutos del experimento.
Estos resultados son indicativos de que el ambiente quimico de los triptofanos sufre un cambio por la
presencia del Cu(ll). Tomando en cuenta que el valor de esta relacion cuando la proteina esta
completamente desplegada es 1.4, los valores obtenidos con Cu(ll) indican que la HyS cristalina se
encuentra parcialmente desplegada. Para el caso de la HyD cristalina los valores de esta relacion en

presencia de Cu(ll) aumentaron hasta 0.88 y por RMN se comprobd que el dominio N-terminal se
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desplegaba parcialmente (Fernandez-Silva et al. 2020). Teniendo esto como antecedente y con
nuestros resultados pudiéramos especular que el Cu(ll) induce desplegamiento parcial o total del
dominio N-terminal de la HyS cristalina. Por otro lado, la presencia de una pequena fase lag en
turbidimetria, reafirma la hipétesis del desplegamiento parcial de la proteina. De esta forma
podemos proponer como modelo de agregacion (Figura 31) que la union de Cu(ll) a la HyS
cristalina promueve el desplegamiento parcial de esta en los primeros seis min y a partir de este
intermediario parcialmente desplegado comienzan a formarse agregados de gran tamano (20
min) que aumentan la turbidez u opacidad de la solucion de proteina. Los agregados mas

grandes comienzan a precipitar mientras que otros se quedan en suspension en la solucién.

X

Intermediario

Ag regadd;

Figura 31: Modelo de agregacion de la HyS cristalina inducido por Cu(ll)

En el caso del Zn(ll) los valores que IF(350/325) nm mostraron un aumento entre 0.67-0.84 durante los
primeros 15 min de cinética. Esto es un indicativo de que el ambiente quimico de los triptofanos cambio y
puede deberse al desplegamiento parcial de la proteina. A partir de los 15 minutos se observd una
disminucion en esta relacion hasta valores correspondientes con la proteina plegada. Esta disminucion
podria deberse a que durante la formacion de agregados los triptofanos queden en un ambiente quimico
similar al que presentan en la proteina plegada. De esta forma segun los resultados obtenidos podemos

especular que el Zn(ll) induce el desplegamiento parcial de uno de los dominios de
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la HyS cristalina. Para el caso de la HyD cristalina se comprobd que la relaciéon IF(350/325) nm en
presencia de Zn(ll) mostr6 poca variacion y por RMN se observaron cambios pequefios en el
ambiente quimico de los triptofanos, sin obtenerse evidencias de desplegamiento de la proteina
(Fernandez-Silva et al 2020). Con el aumento de la concentraciéon de Zn (15eq) se obtuvo un
comportamiento similar al obtenido con 1.5eq (Figura 7, Anexo 1). Primeramente se vié un aumento
de la relacion IF(350/325) hasta valores de 0.93 durante los primeros 15 min, seguido por la
disminucion de dicha relacién hasta valores de 0.83. Posterior a los 200 min se observé un
incremento ligero de dicha relacién hasta el final de la cinética. Este ultimo aumento de la relacion
IF(350/325), pudiera explicarse como ya se dijo antes por la conformacién de los agregados y es
importante acotar que no se observd con 1.5eq Zn(ll). Tomando en consideracién los antecedentes
que tenemos para la HyD cristalina y los resultados obtenidos para la HyS cristalina podemos

proponer el siguiente modelo de agregacion inducido por Zn(ll) (Figura 32)

Hgs Intermediario Agregados

Figura 32: Modelo de agregacion de la HyS cristalina inducido por Zn(ll)

El Zn(Il) induce el desplegamiento parcial de uno de los dominios de la HyS cristalina (5 min), a partir
de este intermediario parcialmente desplegado se forman agregados de gran tamafio que producen
un aumento brusco de la turbidez de la solucién (20 min). Los agregados mas grandes precipitan en
la soluciéon mientras que otros se mantienen en suspension. Una vez formados los agregados, los
triptofanos que se encuentran en el dominio parcialmente desplegado pueden quedar o no en un

ambiente hidrofébico similar al que tienen en el contexto de la proteina plegada.
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En la literatura existen informes que muestran que 1 eq de Cu(ll) y Zn(ll) no inducen la agregacién de
la HyD cristalina (Quintanar et al. 2015), sin embargo, en estos trabajos no se siguen los
experimentos por mas de 120 min, ademas la concentracién de proteina empleada es 10 veces
menor a la empleada en nuestro trabajo. Por otro lado, asumiendo la presencia de multiples sitios de
union al metal en la proteina, el aumento de 0.5 eq utilizado en nuestro trabajo puede estar

favoreciendo la union a un sitio particularmente importante para el desarrollo de la turbidez.

Para el caso de la HyS existe un informe que muestra que 2 eq de Cu(ll) inducen el aumento de
turbidez en la HyS cristalina (Roskamp et al. 2019), sin embargo los valores de turbidez obtenidos en
este trabajo (DO 405 nm: 0,3) son muy inferiores a los obtenidos en nuestro trabajo. Estas diferencias
pueden deberse a que en nuestro trabajo empleamos una concentraciéon de proteina 10 veces
superior a la empleada en este informe. Para el caso del Zn(ll), no existe un consenso entre los
resultados informados anteriormente. En 2018 el grupo de la Dra Liliana Quintanar informé que el
Zn(ll) no induce agregacion de la HyS cristalina. Solamente cuando se sustituye una cisteina de la
posicion 25 por una histidina, se observa aumento de la turbidez de la HyS en presencia de Zn(ll) y
este efecto es dependiente de la concentracion (Dominguez-Calva et al. 2018a). Por otro lado en
2019 el grupo de Roskamp y colaboradores mostraron resultados muy diferentes; en este caso
plantearon que el Zn(ll) a partir de 5 eq induce la formacién de agregados de la HyS cristalina,
obteniendo valores de turbidez a 400 nm de 0.7 (Roskamp et al. 2019). Con concentraciones
menores de Zn(ll) en este trabajo no se observa efecto en la turbidez de la proteina. Estas diferencias
pueden ser debidas a la diferencia en la concentracion de proteina ya antes mencionada. Por otro
lado, la tendencia descrita por los datos de turbidez en este trabajo es similar a la obtenida en nuestro

trabajo, con un aumento de la turbidez en los primeros minutos del experimento.

Las diferencias tanto en el grado de agregacion observado asi como en la velocidad de formacién de
estos entre la HyD y HyS cristalinas puede tener su origen en las diferencias estructurales entre ambas

proteinas. En este sentido, es importante acotar que los atomos de las proteinas que con mayor

66



Discusion de metales.

probabilidad pueden interaccionar con iones metalicos son los nitrogenos de las histidinas y los
atomos de azufre de las metioninas y cisteinas (Quintanar y Rivillas-Acevedo 2013; Butkus et al.
2016). En el caso de la HyS cristalina presenta 7 cisteinas libres mientras que la HyD cuenta con 6.
Algunos de residuos de cisteinas en la HyS cristalina se encuentran mucho mas expuestos al
solvente que en la HyD (Tabla 7). En ese caso se encuentran las cisteinas 25 y 27 del dominio amino,
que se ha demostrado antes, es el mas inestable (Lee et al. 2010). Para el caso de las histidinas
ambas proteinas presentan dos histidinas expuestas al solvente y en el caso de las metionnas la HyS
presenta 1 metionina expuesta al solvente (Met 119) muy cercana a una de las histidinas expuestas

(His 123), sin embargo la HyD no presenta metioninas expuestas al solvente (Figura 33).

Tabla 8: Area accesible al solvente (SASA) de los principales residuos capaces de interaccionar con iones
metdlicos en ambas gamma cristalinas humanas. Para la obtencidén de los valores de area accesible al
solvente se empleé el software VADAR (http://vadar.wishartlab.com) (Willard et al. 2003)

Cys (Residuo) 23 25 27 37 83 115 130

HyS (ASA) 021 077 04 0.02 0.01 0.01 0.01
Cys (Residuo) 18 32 41 78 109 111

HyD (ASA) 0.1 0 0.05 0 0.08 0.26
His (Residuo) 31 87 123 18
HyS (ASA) 042 065 075 0.28
His (Residuo) 15 22 65 83 88 122
HyD (ASA) 055 02 013 08 0.02 0.29
Met (Residuo) 59 108 119 124
HyS (ASA) 023 035 054 0.02
Met (Residuo) 43 69 102 147
HyD (ASA) 0 036 028 029

El hecho de que la HyS cristalina presente mas residuos de los que pudieran interaccionar con iones
metalicos, mas expuestos al solvente pudiera estar provocando que el efecto en la agregacion sea mas
rapido que en la HyD cristalina. Por otro lado una vez que se comienzan a formar agregados de proteina
estos pueden servir como precursores para la formacion de otros agregados y esto puede ser la causa los

niveles de agregacion obtenidos sean mayores en la HyS cristalina. En otros trabajos se ha
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observado que las mutantes que carecen de las cisteinas expuestas al solvente muestran un
menor grado de agregacién inducida por Zn(ll) (Roskamp et al. 2019).

A

Figura 33: Mapeo en la estructura tridimensional de: A) HyD (PDB: 1HKO) y B) HyS (PDB: 2M3T) de los residuos de
Cys (rojo), His (Azul) y metionina (verde) expuestos al solvente segun su valores de ASA obtenidos en la tabla 8.
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9. Efecto de la radiacién UV en la agregacion de la HyS cristalina.

9.1.Desplegamiento térmico de la HyS cristalina irradiada.

En la figura 34 se muestra el desplegamiento térmico de la HyS cristalina irradiada y sin irradiar.
Como se menciond anteriormente, las muestras fueron irradiadas con luz UV de 302 nm, por 2
horas. Una vez irradiadas se realizaron los experimentos de desplegamiento térmico y las
cinéticas de agregacion. La Tm de la proteina irradiada fue de 70.2 + 0.3°C, 9°C menos que la
proteina sin irradiar. Estos resultados indican que la radiacion UV disminuye la estabilidad
térmica de la proteina. Un aspecto interesante es el hecho de que la relacion IF(350/325) para la
proteina irradiada a 37°C es mayor que para el caso de la proteina no irradiada (Figura 34, flecha
naranja). Este aumento puede deberse a que la radiacién provocd alguna modificacién en los
triptofanos. En el punto final del desplegamiento térmico, se colectarron espectros de
fluorescencia de la proteina y se observo el corrimiento del maximo de emision de 325 a 350 nm,

lo que es indicativo de que la proteina se desplegd completamente (Figura 34B).

A B
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HgS-2hUV despT

13

IF (350/325) nm
IF (UA)
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Temperatura (°C) Longitud de onda (nm)

Figura 34: A: Desplegamiento térmico de HyS cristalina irradiada con luz UVB. Para el calculo de la Tm se ajustaron los
datos a una sigmoide. B: Espectros de la HyS cristalina antes y después del desplegamiento térmico.
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9.2. Cinética de agregacion de HyS cristalina irradiada con luz UV seguida por turbidez.

Con el objetivo de conocer el efecto de la radiacion UV en la agregacion de la HyS cristalina,
realizamos ensayos turbidimétricos a 405 nm de la proteina no irradiada e irradiada. En la figura 35
(negro) se muestran la cinética de agregacion de la proteina no irradiada. Se observa claramente
como la turbidez de la solucién de proteina no aumenta a lo largo de todo el experimento. Esto es un
indicativo de la carencia de agregados que impidan el paso del haz de luz durante el tiempo del
experimento. De esta manera, cualquier cambio en la turbidez de la proteina es responsabilidad del
agente inductor de la agregacién que en este caso es la radiacion UV. En el caso de la proteina
irradiada por 2 h se ve un aumento de la turbidez durante las 12 horas del experimento; este aumento
muestra varias fases, con diferentes velocidades. La primera (80 min) es una fase estacionaria en la
cual no hay un aumento sustancial de la turbidez de la solucion, la segunda fase (80-160 min) se
caracteriza por un aumento de la turbidez hasta 0.15 con una velocidad mucho mayor y la tercera

fase es nuevamente una fase estacionaria que dura aproximadamente 100 minutos.
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Figura 35: Cinética de agregacion de la HyS cristalina no irradiada (negro) e irradiada por 2h (naranja).
seguida por turbidimetria. La concentracion de proteina fue de 1mg/mL.

Estas tres fases se ajustaron muy bien a una ecuacion sigmoidal mostrando presencia de dos estados
bien definidos y con un tiempo medio de formacién de los agregados de 126 min. En la ultima fase se

observa un aumento de la turbidez pero a menor velocidad que la fase 2. Estos resultados indican que la
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radiacion UV favorece la formacion de agregados de HyS cristalina opacos a la luz. Por su parte,
la presencia de varias fases en la cinética, sugiere que la formacién de estos agregados tiene
lugar de forma paulatina, e indica que se necesitan modificaciones estructurales en la proteina

para llegar a la conformacién a partir de la cual se desprende el crecimiento de los agregados.

9.3. Cinética de agregacién de HyS cristalina irradiada por dispersiéon dinamica de luz.

Para conocer el tamano de los agregados seguimos la cinética de agregacion por dispersion
dinamica de luz. Primeramente realizamos una medicion puntual para conocer el radio hidrodinamico
estimado de nuestra proteina en estado monomeérico (Figura 17). Como ya se mencioné antes se
puede observar que el mayor porciento de la sefal (80%) presenta un radio hidrodinamico estimado
de 2.33 nm que se corresponde aproximadamente con el radio hidrodinamico esperado para una
proteina con el peso molecular de la HyS-cristalina, y ademas se observd otra sefial minoritaria
correspondiente con un oligébmero de la proteina de 50 nm de radio. La cinética de agregacion de la
proteina no irradiada muestra la presencia de varias poblaciones desde la primera medicién. Esto es
un indicativo que la proteina mondmerica y soluble puede formar oligdbmeros. Sin embargo a pesar de
la presencia de estos oligdmeros en la muestra, ésta se mantuvo transparente durante todo el tiempo

de la cinética y no mostro indicios de aumento en la turbidez (Figura 35 negro).

En el caso de la cinética de agregacion de la proteina irradiada por dos horas (Figura 36), en la primera
medicion se obtuvieron mayormente dos poblaciones, una que se corresponde con la HyS cristalina en
forma mondmerica (Rh: 2.33 nm) y una segunda poblacion que se corresponde con un oligébmero (Rh: 6.5
nm). (Figura 34). EI mondmero representaba el 80% de la poblacion mientras que el oligébmero
representaba el 20%. Con el paso del tiempo, se observaron varios cambios importantes, en primer lugar,
se observd un aumento paulatino del radio hidrodinamico de los oligdbmeros hasta valores de 47 nm. Si
bien desde la primera medicién posterior a la radiacion se observd la presencia de oligobmeros, éstos
representaban un porciento pequeno del total de la sefal (~25%). Sin embargo, como se observa en la
figura 36 (rojo) este porcentaje fue aumentando hasta valores superiores al 80% a las 12h. Estos

resultados sugieren que la radiacion UV induce la formacién de agregados en el tiempo.
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Figura 36: Cinética de agregacién de HyS cristalina irradiada con UVB seguida por dispersion dinamica de luz.
En el grafico se observa el radio hidrodinamico de la poblaciéon oligomérica de HyS cristalina irradiada por 2
horas en funcion del tiempo. A: Los puntos azules muestran el radio hidrodinamico del mondmero y las barras
muestran el porciento de la sefial correspondiente este. B: Los puntos rojos muestran el radio hidrodinamico de
los oligbmeros y las barras muestran el porciento de la sefal correspondiente este.

En el caso del mondmero se observd un aumento de 2.3 a 2.9 nm con el paso del tiempo,
este aumento puede estar relacionado con la formacién de dimeros o puede deberse a la
formacion de intermediarios parcialmente plegado. Esta poblacion mostré una disminucion
considerable en su porcentaje pasando de 80% en la primera medicién hasta menos del 10%
en las ultimas mediciones. Estos resultados indican que la radiacién UV induce la formacién
de oligbmeros de gran tamafio y que éstos posiblemente se forman a partir de un

intermediario parcialmente plegado o de la forma dimérica de la HyS cristalina.

9.4. Estudio de cambios conformacionales en la HyS cristalina por espectroscopia de

fluorescencia.

La relacién IF(350/325) es un indicativo de la fraccidon de proteina desplegada. A partir de todos los
espectros obtuvimos esta relacion, la cual graficamos en funcién del tiempo como se muestra en la

figura 37. Para el caso de la proteina no irradiada los valores de la fraccion de proteina desplegada
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F(350/325) se mantienen constantes alrededor de 0.7 durante las 12 horas del experimento. Estos
resultados indican que la proteina no sufre desplegamiento durante este tiempo. Para el caso de la
proteina irradiada por 2h los valores de IF(350/325) nm experimentaron un ligero aumento entre 0.72 y 0.8
(Figura 37). Si tomamos en consideracion que cuando la proteina se encuentra completamente
desplegada muestra valores IF(350/325) de 1.4, los valores obtenidos sugieren que la proteina irradiada
pudiera estar sufriendo un cambio conformacional durante el tiempo que dura el experimento. Este cambio
conformacional puede estar relacionado con modificaciones en el ambiente quimico de los triptofanos
debido a que la regién entre los dos dominios este cambiado (aumento de la distancia entre ambos
dominios). Estos resultados sugieren que el tiempo de radiacion UV empleado induce la formacién de
agregados que se refleja tanto en el aumento de la turbidez como el radio hidrodinamico de la proteina.
Los resultados de fluorescencia indican por su parte, que los agregados pudieran estar formados por una

HyS cristalina que se encuentra en una conformacion diferente a la nativa.
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Figura 37: Relacién de la intensidad de fluorescencia (350/325) nm de HyS cristalina con respecto al
tiempo. HyS sin irradiar (negro) e irradiada por 2h (rojo).
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10. Discusion de resultados del efecto de la radiaciéon en el desplegamiento y

agregacion de la HyS cristalina.

Entre los factores de riesgo externos asociados con el desarrollo de las cataratas se encuentra la
radiacién UV. Este factor es por mucho el factor externo mas relevante, toda vez que todos estamos
expuestos a él en mayor o menor medida. La radiacion UV se divide en tres tipos. La radiacion UVA,
UVB y UVC. La radiacién UVC incluye el rango de 100 a 290 nm. Esta radiacion es la mas dafina
para los seres humanos, sin embargo el oxigeno de la estratosfera filtra completamente este tipo de
radiacion. La radiaciéon UVB comprende el rango entre los 290 y los 315 nm, este tipo de radiacion es
filtrada por la capa de ozono, pero los recientes dafos provocados en esta capa, han mostrado un
aumento en los problemas provocados por esta radiacién. Por ultimo la radiacion UVA comprende las
longitudes de onda entre los 315 y los 400 nm y es la menos danina. El lente ocular es capaz de filtrar

las longitudes de onda mas altas de la UVB y la UVA.

En este trabajo estudiamos el efecto de la radiacion UV (UVB a 302 nm) en el desplegamiento y
agregacion de la HyS cristalina en funcion del tiempo. Una vez que se probaron diferentes tiempos de
radiacion, 15, 30, 60, 90, 120, 180 min, se selecciond el tiempo de exposicion de 2h de radiacion
como el tiempo que utilizariamos en nuestro trabajo. Este tiempo fue escogido tomando en

consideracion que el efecto de la radiacion fuera perceptible en el tiempo de duracion de la cinética.

Los resultados obtenidos por turbidimetria nos indican que la radiacion UV induce la
formacion de agregados de la proteina y que este proceso ocurre en varias etapas. El ajuste
de los primeros 300 minutos de cinética nos permitié obtener un tiempo medio de formacién
de los agregados de 126 min. Estos resultados indican que el efecto de la radiacién es un
efecto paulatino, y que las primeras etapas del proceso incluye cambios conformacionales en

la proteina necesarios para la formacion de agregados.

En los experimentos realizados a la proteina sin irradiar se observaron dos poblaciones; la problacion

correspondiente al mondmero, que representaba el 80% del total de la sefal y la sefial correspondiente
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a oligbmeros de 50 nm de radio hidrodinamico. El hecho de que la proteina sea capaz de formar
oligbmeros por si sola sin que estos provoquen el aumento de la opacidad, resulta un aspecto muy
interesante y que hasta el momento no ha sido explorado. A pesar de que existen informes donde se
observa claramente la presencia de oligdbmeros en otras gamma cristalinas (Moran et al. 2013), este
hecho no ha sido investigado a profundidad. Tomando en consideracion las elevadas
concentraciones a las que se encuentran estas proteinas en su contexto fisiologico y la transparencia
necesaria en el lente; tiene sentido pensar que se agrupen u organizen de una forma particular. En
este sentido, otros autores han sugerido que el grado de organizacion que pueden presentar las
cristalinas en el lente ocular es elevado (Takemoto y Sorensen 2008). En el caso de la proteina
sometida a radiacion, los resultados obtenidos muestran que el tiempo de radiacién empleada induce
la formacién de agregados de la HyS cristalina. EI aumento del radio hidrodindmico del mondmero
durante los primeros 100 min, asi como el hecho de que la turbidez se mantenga constante en este
tiempo, nos permite sugerir que para la formacion de agregados se hace necesario un cambio
conformacional en la proteina. Posterior a los 100 min de la cinética, la turbidez sigui6 aumentando
alcanzando valores cercanos 0.3 a las 12 h. Este aumento se ve reflejado igualmente por dispersién
dinamica de luz con un aumento del radio hidrodinamico de los oligdmeros asi como su porcentaje.
De esta manera, con ambas técnicas se obtuvieron resultados complementarios que permiten
asegurar que la radiacién UV empleada induce la formacién de oligdbmeros que finalmente daran

lugar a agregados que aumentan la opacidad de la muestra en el tiempo.

La espectroscopia de fluorescencia mostré un aumento de la relaciéon IF(350/325) nm hasta 0.78 para el
caso de la proteina sometida a radiacion, lo que puede ser indicativo de que la radiacion induce un cambio
conformacional en la proteina. Este hallazgo, en concordancia con el aumento del radio hidrodinamico del
mondémero que se observo por DLS pudiera sugerir la formacion de un intermediario estructuralmente
diferente a la proteina nativa. Tomando en consideracion los resultados obtenidos en otros trabajos, el
cambio conformacional es pequefo; pudiera ser un intermediario, en el cual los dominios N y C terminal
de la proteina se encuentran mas separados (0 sea que la estructura esté mas abierta) que en la
estructura nativa sin necesidad de un deplegamiento de alguno de los dominios. Sin embargo, hasta el
momento con los resultados obtenidos no podemos asegurarlo. Seguir el proceso empleando otras

técnicas como la resonancia magnética nuclear podria brindar informacion relevante
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de la conformacién de la proteina irradiada durante la cinética.

La informacién proporcionada por cada una de las técnicas utilizadas nos permiten proponer un modelo de
agregacion en el cual, la radiacion UV induce en primer lugar un cambio conformacional de la HyS
cristalina. Posteriormente a partir de estos intermediarios comienzan a formarse oligdbmeros y estos
comienzan a crecer hasta que el tamafio de los agregados aumenta la opacidad o turbidez de la muestra

(Figura 38). Todo este proceso ocurre de forma paulatina y los eventos tienen lugar lentamente.

Radiacién UV

Hgs Intermediario Agregados

Figura 38: Modelo del mecanismo de agregacion de la HyS cristalina inducido por radiacion UV.

Hasta el momento existen pocos informes del efecto de la radiacion en la agregacion de la HyS cristalina,
sin embargo, existen algunos reportes para la HyD cristalina. Tal es el caso del trabajo reportado por
Moran y colaboradores en 2013, donde demostraron que la radiacion UVB induce desplegamiento del
dominio N-terminal y el mecanismo incluye ruptura de la cadena principal en dicho dominio. Estas

diferencias con nuestros resultados pueden deberse al tiempo de radiacién utilizado, que en este trabajo
fue de 6h y la potencia de la lampara empleada fue de 35 W/m? mucho mayor a la potencia de la lampara
UV que utilizamos en nuestro trabajo de 1.3 W/m?2. Por otro lado para otras cristalinas como la beta B2
cristalina se ha informado que la radiacion induce la agregacion de éstas. Tal es el caso del trabajo de
Zhang y colaboradores del 2019, trabajo en el que demostraron que el cambio de una isoleucina por una
asparagina en el dominio N-terminal de la proteina provoca aumento de la susceptibilidad ante la radiacién

UVB (Zhang et al. 2019). De igual manera, en el trabajo de Zhao
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y colaboradores del afio 2017 mostraron que la ausencia de dos residuos de triptofanos en la
HBB2 cristalina la hace mas susceptible al dafo por radiacion (Zhao et al. 2017). En ambos
trabajos se empled un tiempo de radiacion de 4 horas, mayor al empleado en nuestro
trabajo, sin embargo, no se profundizé en el mecanismo de agregacion inducido por la

radiacion ni hacen referencia a la potencia de la lampara empleada.

El analisis comparativo del efecto de la radiacién y de los iones metalicos en el desplegamiento y la
agregacion de la HyS cristalina permite establecer diferencias muy claras. En primer lugar los iones
metalicos provocaron un efecto en la agregacién de la proteina mucho mayor que la radiacién, visto
desde el grado de turbidez generado asi como el efecto en el desplegamiento de la HyS cristalina.
Por otro lado, si comparamos el tiempo medio de formacién de los agregados para ambos metales
estuvo en el rango de los siete minutos mientras que para la radiacion fue mayor a los 120 minutos
en la condiciones empleadas. Todo esto nos permite suponer que el efecto de la radiaciéon es un
efecto mucho mas paulatino que el efecto de los metales. Ademas el tamafno de los agregados
inducidos por radiacién UV es mucho menor (45 nm) que los generados por los iones metalicos (400
nm). En el caso de la radiacion, la velocidad a la que ocurre el proceso nos permitié seguir la
formacion de estos agregados, mientras que para del Cu(ll) y el Zn(ll) desde la primera medicion ya
se obtuvieron radios hidrodinamicos correspondientes con agregados de gran tamafno. En el caso de
los resultados de espectroscopia de fluorescencia también se encontraron diferencias sustanciales.
Los metales inducen el desplegamiento parcial de la proteina, segun nuestros resultados para el caso
del Cu(ll) pudiéramos estar en presencia de la proteina con uno de los dominios parcialmente
desplegado o completamente desplegados mientras que para el Zn(ll) sugerimos el desplegamiento
parcial de uno de los dominios. Sin embargo, para el caso de la radiacion nuestros resultados nos
permiten sugerir que la radiacion solo genera un cambio conformacional que no implica
desplegamiento de ninguno de los dominios de la proteina. En este caso sugerimos que el cambio

conformacional solo involucra separacion entre los dominios.
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11. Conclusiones.

La formacién de las cataratas es un proceso lento, donde las cristalinas presentes en el lente ocular,
dafiadas por diversos factores, se van acumulando hasta que el nimero de cristalinas danadas
superan los sistemas de contencion presentes en el lente y se comienzan a formar los agregados que
en ultima instancia daran lugar a las cataratas. Hasta el momento no se conoce con exactitud el
mecanismo de agregacion de las cristalinas frente a diferentes factores que se han definido como
factores de riesgo externos. En este trabajo se estudio el efecto de bajas dosis de Cu(ll) y Zn(ll) asi
como tiempo cortos de exposicion a radiaciéon UV en el desplegamiento y agregacion de dos gamma
cristalinas humanas. El estudio se siguié por 12 horas a 37°C. El analisis de los resultados obtenidos

nos permitié arribar a las siguientes conclusiones.

1. Bajas concentraciones de Cu(ll) y Zn(ll) inducen la agregacion de la HyD cristalina en funcion
del tiempo por mecanismos diferentes. El Cu(ll) provoca el desplegamiento parcial de la proteina

mientras que los agregados inducidos por Zn(ll) se forman a partir de proteina plegada.

2. Bajas concentraciones de Cu(ll) y Zn(ll) inducen la agregacion de la HyS cristalina en
funcién del tiempo. El mecanismo de agregacion en ambos metales incluye la formacién de
intermediarios parcialmente plegados, sin embargo, para el Cu(ll) el grado de

desplegamiento es mayor que para el Zn(ll).

3. Dos horas de radiacion UVB inducen la agregacion de la HyS cristalina. El mecanismo de

agregacion incluye cambios conformacionales en la proteina.

4. Los iones metalicos asi como la radiaciéon UV inducen la agregacion de las cristalinas por diferentes
mecanismos. Ademas entre los dos metales se encontraron diferencias en el mecanismo de agregacion.
Estas diferencias corroboran que el proceso de formacién de las cataratas es un proceso complejo en el

cual intervienen diferentes factores. Los resultados obtenidos aportan nuevo conocimiento para futuros
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estudios de inhibicion de la agregacion de estas proteinas asi como para entender el

mecanismo de agregacién de otras proteinas.
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12. Recomendaciones.

1. Continuar la caracterizacion del efecto de iones metalicos en la agregacion empleando

otras técnicas como la microscopia electronica y la resonancia magnética nuclear.

2. Emplear técnicas como RMN y microscopia electronica para continuar la caracterizacion

del efecto de la radiacion UV en el desplegamiento y agregacion de la HyS cristalina.

3. Continuar con el estudio de los inhibidores de la agregacion empleando técnicas como la

calorimetria de titulacion isotérmica, RMN y microscopia electrénica.
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Anexo 1

Anexo 1: Efecto de 15eq de Cu(ll) yZn(ll) en el desplegamiento y agregacion de la HyS cristalina.
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Figura 1: Desplegamiento térmico HyS cristalina en ausencia y presencia de 15eq de Cu(ll) y Zn(ll). Se empled
una longitud de onda de excitacion de 295 nm, se colectaron los valores de longitud de onda de emisién a 325 y
350 nm y se calculé posteriormente la relacion de IF(350/325). Se aumenté a temperatura 3°C/min. de 37 a
98°C. Para el célculo de la Tm se ajustaron los datos a una sigmoide.

Tabla 1: Valores de Tm de la HyS cristalina en ausencia y presencia de 15eq de Cu(ll) y Zn(ll). Los datos
se obtuvieron a partir del ajuste a una ecuacion sigmoidal.

Proteina Tm (°C)

HyS 79.9+0.84
HyS+15eq Cu(ll) 52.7%1.02
HyS+15eq Zn(ll) 61.2+1.05

Se realizaron experimentos con 15eq de iones metalicos con el fin de corroborar el efecto de la
concentracion en la induccion de la agregacion (Figura 2). Los resultados obtenidos para el caso del Cu(ll)
son muy similares a los ya descritos con 1.5eq, obteniéndose valores de turbidez de 4 durante los
primeros 50 min. Sin embargo el tiempo medio de formacién de los agregados disminuyé a la mitad
(2.951£0.5 min). Estos resultados indican que el mecanismo de induccién de la agregacion es el mismo

independientemente de la concentracién de metal empleada, solo cambia la velocidad del proceso
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Figura 2: Cinética de agregacion por turbidimetria a 405 nm de la HyS en ausencia (negro) y presencia de
15eq de Cu(ll) (azul). La concentracién de proteina fue de 1mg/mL. En el inserto se muestran los primeros
20 minutos de la cinética. La linea negra indica el ajuste de los datos a una ecuacion exponencial.

Al igual que para el Cu(ll), con el Zn(ll) se realizaron experimentos en presencia de 15eq. Como se
observa en la figura 3, una vez afnadido el Zn(ll), tiene lugar un aumento brusco de la turbidez hasta
valores superiores a 3 durante los primeros 30 min de la cinética. Estos resultados son indicativos de
la formacion practicamente instantanea de agregados insolubles de la proteina. Posterior a los 30
minutos, se observa una disminucion en la turbidez, alcanzando valores de 1 a los 100 minutos. Esta
disminucién, como ya se menciond anteriormente, se debe a la precipitacion de una parte de los
agregados que se forman. A los 220 min se observa una ligera disminucion de la turbidez hasta
valores de 0.8, manteniéndose practicamente constantes durante el resto de la cinética (Figura 3). La
inspeccién visual de la cubeta permitié observar la presencia de agregados blancos precipitados en la
muestra. Los primeros 20 minutos de la cinética fueron ajustados a una ecuacién sigmoidal y se
obtuvo velocidad de formacion de los agregados de 7.31+0.25 min. Este tiempo resulta un poco
mayor que el obtenido para el Cu(ll); esto sugiere que la formacion de agregados inducidos por Zn(ll)

ocurre mas lentamente que para el caso del Cu(ll).
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Figura 3: Cinética de agregacion por turbidimetria a 405 nm de la HyS en ausencia (negro) y presencia de
15eq de Zn(ll) (rojo). La concentracion de proteina fue de 1mg/mL. En el inserto se muestran los primeros
20 minutos de la cinética. La linea negra indica el ajuste de los datos a una ecuacion sigmoidal.

El aumento de la concentracion de Cu(ll) (15eq) provocé la formacion de agregados de mayor
tamano (545 nm) desde el primer minuto de la cinética (Figura 4). Con el paso del tiempo se
comprobé el aumento del radio hidrodindmico de los oligobmeros, llegando a valores
aproximadamente de 1.78 micras a los 100 min (Tabla 2). Por otro lado, la presencia de precipitados
en la muestra disminuyd considerablemente la calidad de las curvas de correlacién a partir del
minuto 100 de la cinética. La inspeccion visual de la cubeta al finalizar el experimento nos permitié
distinguir la presencia en la muestra de agregados de gran tamafio de color blanco. Estos resultados
en concordancia, con los obtenidos por turbidimetria, indican que el Cu(ll) induce la formacién de

agregados y este proceso es dependiente de la concentracion de iones metalicos que se empleé.
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Figura 4: Curva de correlacion de HyS cristalina en ausencia (negro) y presencia de 15eq Cu(ll) a
diferentes tiempos de la cinética por dispersién dinamica de luz. En azul se muestra la curva de
correlacion al minuto 1.6 y en rojo al minuto 100.

Tabla 2: Radio hidrodinamico de HyS cristalina en la medicion inicial y final de la cinética con 15eq Cu(ll).

Rh (nm) 1.6 min 100 min
HyS +Cu(ll) 545 (98%) 1782 (85%)

El aumento de la concentracion de Zn(ll) (15eq), por su parte, provocé la formacion de agregados
desde la primera medicion (317 nm), sin embargo, estos fueron menores que los encontrados con
1.5eq (Figura 5). El analisis de la curva de correlacion a los 700 minutos de la cinética mostr6é que el
85% de la sefial se corresponde con agregados de 2.1 micras de radio (Tabla 3). Si bien al inicio se
observaron agregados de menor tamafo, durante la cinética, el Zn(ll) indujo la formacion de
agregados de mayor tamafio que los encontrados en presencia de Cu(ll). Estos resultados pudieran
sugerir que si bien ambos iones metalicos inducen la formacion de agregados, estos pudieran ser
diferentes. Otra diferencia para el caso del Zn(ll), fue el hecho de que las curvas de correlacion
mantuvieron la calidad adecuada hasta tiempos posteriores a las 10 h de cinética. Esto pudiera
deberse a que a pesar de que el Zn(ll) parece inducir la formacién de agregados mas grandes, el

proceso de precipitacion de estos ocurre mas lentamente.
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Figura 5: Curva de correlacion de HyS cristalina en ausencia (negro) y presencia de Zn(ll) a diferentes tiempos de la
cinética por dispersiéon dinamica de luz. En azul se muestra la curva de correlacion al minuto 1.6 y en rojo al minuto
700. En la tabla de la derecha se muestran los radios hidrodinamicos obtenidos para cada medicién a los

diferentes tiempos.

Tabla 3: Radio hidrodinamico de HyS cristalina en la medicién inicial y final de la cinética con 15eq Zn(ll).

Proteina 1.6 min 720 min
HyS + 15eq Zn(ll) 317 (97%) 2165 (95%)

El aumento de la concentracion de metal (15eq) provoco un aumento en la relacion IF(350/325) hasta
valores de 1.45, (Figura 6) comparables con los valores obtenidos para esta relacion cuando la
proteina se encuentra completamente desplegada. Estos resultados sugieren que el aumento de la

concentracion de Cu(ll) provoca el desplegamiento total de la HyS cristalina en el tiempo.

Por su parte, en presencia de Zn(ll) se observé un aumento de esta relacion durante los primeros 20 min
de la cinética hasta valores de 0.84 (Figura 29B). Este aumento es un indicativo como se menciono
anteriormente, de que el Zn(ll) induce desplegamiento parcial o que una pequefa poblacion de proteina
se encuentra completamente desplegada. Posterior a este tiempo se observé una disminuciéon de la
relacion IF(350/325) nm, alcanzando valores menores a 0.7 posterior a los 200 min de cinética. Esta

disminucion puede deberse a que durante la formacion de los agregados, los triptofanos queden
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nuevamente en un ambiente hidrofébico y esto provoque la diminucion de dicha relacién. Los
resultados obtenidos indican que el Zn(ll) induce desplegamiento parcial de la HyS cristalina en
el tiempo. El aumento de la concentracién de Zn(ll) produjo efectos similares (Figura 7): un
aumento en la relacion IF(350/325) durante los primeros 25 min (0.95) seguido de una
disminucioén. Sin embargo posterior al minuto 200, se observa nuevamente un aumento ligero de
la relacion 1F(350/325) nm hasta valores de 0.9. Estos resultados indican que el aumento de la
concentracion induce igualmente el desplegamiento parcial de la HyS cristalina en funcion del
tiempo. Los resultados obtenidos por fluorescencia permiten sugerir que si bien ambos metales

inducen desplegamiento parcial el mecanismo de agregacién pudiera ser diferente.
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Figura 6: Relacion de la intensidad de fluorescencia (350/325) nm con respecto al tiempo de HyS
cristalina en ausencia y presencia de 15eq de Cu(ll). Se observa un aumento para el caso del Cu(ll)
mientras que para la HyS cristalina en ausencia de metales los valores de la relacién se mantienen en
valores correspondientes con el estado plegado de la proteina.
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Figura 7: Relacién de la intensidad de fluorescencia (350/325) nm con respecto al tiempo de HyS
cristalina en ausencia y presencia de 15eq de Zn(ll). Se observa un aumento para el caso del Cu(ll) y el
Zn(ll) mientras que para la HyS cristalina en ausencia de metales los valores de la relacion se mantiene
en valores correspondientes con el estado plegado de la proteina.
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Anexo 2: Busqueda de inhibidores de la agregacién de la HyS cristalina.

1. Introduccion.

Las cataratas constituyen la primera causa de ceguera en el mundo (Pascolini y Mariotti 2012;
Song et al. 2014; Liu et al. 2017a; Sieving et al. 2017) y hasta el momento el unico tratamiento
efectivo es la remocién quirurgica del lente ocular. Este tipo de intervencidon no siempre es del
todo satisfactoria ademas de que no esta disponible para todas las personas por sus costos. Esto
determina que la busqueda de tratamientos preventivos para esta patologia siga siendo un

campo muy importante en las investigaciones relacionadas con esta enfermedad.

Diferentes compuestos han sido estudiados con el fin de evaluar su capacidad anti-
cataratogénica. Varias moléculas pequenas han sido estudiadas como agentes externos
capaces de prevenir el desarrollo de cataratas. En este caso encontramos a la cafeina, la
cual ha sido reportada como un compuesto efectivo para prevenir el daino en los lentes
provocado por la radiacion UV (Varma et al. 2010a). Por otro lado, la sintesis de
antioxidantes bifuncionales retrasan la opacidad de los lentes expuestos a radiacion gamma

y disminuyen la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Randazzo et al. 2011).

La mayoria de los estudios de inhibicion se han enfocado en eliminar el agente causal de la
enfermedad. Tal es el caso de la byakangelicina, principal componente de la raiz de Angelica
dahurics, que disminuye la acumulacion de sorbitol y por tanto la catarata inducida por galactosa
(Shin et al. 1998), el acido citrico que inhibe el desarrollo de la catarata en ratas diabéticas

(Nagai et al. 2010) y la cafeina que inhibe el estrés oxidativo en los lentes (Varma et al. 2010b).

En modelos animales de ratas diabéticas se han estudiado varias moléculas como posibles tratamientos

preventivos de las cataratas. La aspirina fue de las primeras moléculas probadas, sin embargo solo al
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administrarla combinada con carnosina se obtuvieron buenos resultados (Shi et al. 1987). De
forma similar, la Vitamina K mostré ser efectiva para mantener la actividad de la bomba de
calcio, la homeostasis del calcio y en ultima instancia inhibid el progreso de las cataratas en
ratas diabéticas (Sai Varsha et al. 2014).

Los productos naturales también han sido ampliamente estudiados como posibles tratamientos
preventivos debido a su alto contenido de antioxidantes. El extracto crudo de varias plantas tales
como Ocimum sanctum (Halder et al. 2003), Ginko biloba (Ertekin et al. 2004), y Adhatoda vasica
(Gacche y Dhole 2011) han mostrado capacidad de inhibir el estrés oxidativo, la acumulacién de
polioles y la actividad de la aldosa reductasa, respectivamente en modelos animales. Asimismo, la
fraccion de flavonoides de Vitex negundo mostré efecto en la actividad de la superéxido dismutasa,
glutation peroxidasa y catalasa (Rooban et al. 2006). Otras moléculas estudiadas incluyen la fraccion

de flavonoides aislada de la miel (Vit y Jacob 2008) y acido egalico (Sakthivel et al. 2008).

Mas recientemente Ishimori y colaboradores demostraron que el pirocatecol, que se produce
cuando el café es tostado, restablece los valores de glutation y acido ascoérbico, dos
antioxidantes importantes en el lente, en cataratas inducidas por selenio (Ishimori et al. 2017).
Asimismo, se ha comprobado que tanto el epigalato de galocatequina como el acido elagico
tienen un papel importante como antioxidantes en modelos de cataratas inducidas por selenio,
aumentando significativamente las concentraciones de glutation que normalmente disminuyen en
lentes con cataratas (Ergen et al. 2017). Por otro lado el tratamiento con el antioxidante
trimetazidina disminuyd considerablemente la produccién de especies reactivas del oxigeno en

ratas con cataratas, reduciendo la opacidad del lente (Fang et al. 2019)

En el caso de la busqueda de inhibidores in vitro los estudios se han enfocado hacia moléculas que
modifiquen el estado nativo de la proteina o el intermediario parcialmente plegado. Con el empleo de
técnicas espectroscopicas se demostrd que el citrato de sodio interactia con HyD cristalina y con una

mutante, mostrando que la molécula interactua con intermediarios de desplegamiento y promueve
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interacciones estabilizantes (Goulet et al. 2009). Por otro lado, el fenilbutirato de sodio
incrementa la solubilidad de una versién truncada de una mutante de HyD cristalina (Gong et
al. 2010). La panteteina por su parte, disminuye la agregacion de la proteina en solucion y
reduce la temperatura de la separacion de fases (Friberg et al. 1996). En el caso de la
agregacion inducida por luz UV el resvetratrol, conocido antioxidante, inhibe la agregacion
(Wu et al. 2014) y la carnosina inhibe la degradacion inducida por la radiacion (Liao et al.
2014). El lanosterol, intermediario en la sintesis del colesterol, se demostrd recientemente

que es capaz de inhibir la formacién de agregados de las a-cristalinas (Zhao et al. 2015)

En nuestro laboratorio se tiene experiencia con el estudio de inhibidores de fibras amiloides
(Pelaez-Aguilar et al. 2015). En este sentido, contamos con varias moléculas que han sido
empleadas para la inhibicion de fibras amiloides, tal es el caso de la melatonina, una hormona
que se ha visto que es capaz de interaccionar con la proteina beta amiloide e inhibir la formacién
de hojas beta (Gunasingh et al. 2008). La tetraciclina es un antibiético que ha traido buenos
resultados en el tratamiento de la amiloidosis por beta 2 microglobulina (Giorgetti et al. 2011). La
rifampicina es un antibiético que inhibe la formacion de fibras de la a-sinucleina (Li et al. 2004). El
epigalato de galocatequina, principal componente del té verde, inhibe la formacién de fibras de la
amilina y de la cadena ligera lambda 6a (Meng et al. 2010; Pelaez-Aguilar et al. 2015).Por otra
parte, la curcumina ampliamente utilizada como especia se ha visto que es capaz de inhibir la

formacion de fibras amiloides de la proteina beta amiloide (Yang et al. 2005).

Tomando en consideracion los antecedentes de estas moléculas en la inhibicion de fibras, en
este trabajo se evaluo si estas moléculas también pueden inhibir agregados no amiloides de

la HyS cristalina danada con radiacion UVB.
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2. Metodologia.

2.1 Ensayos de radiacién.

Los ensayos de radiacion se realizaron utilizando el mismo procedimiento que se describe en

el epigrafe 5.10.

2.2 Preparacion de los ligandos.

Para estos ensayos se emplearon cinco moléculas pequefias: epigalato de calocatequina,
rifampicina, melatonina, tetraciclina y curcumina. De todas las moléculas se prepard un stock 10
mM y se disolvié en una solucién (50/50) v/v de etanol/agua. Se emple6 una concentracion de
proteina de 50 uM disuelto en Tris-HCI 50 mM, 100 mM NaCl pH 8. Posterior a la radiacion de la
proteina por 2 h se afiadié 1 eq de cada molécula y se incubaron las muestras por 12 h a 37°C.
Se realizaron mediciones de turbidez a 405 nm y dispersion dinamica de luz a la proteina

inmediatamente después de irradiada asi como luego de 12 h incubadas con las moléculas.
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3. Resultados

3.1 Ensayos de turbidimetria en ausencia y presencia de posibles moléculas inhibiboras.

La figura 1 muestra los valores de turbidez de la HyS cristalina irradiada por 2 horas e incubada por
12h a 37°C en ausencia y presencia de las diferentes moléculas empleadas. Se puede observar que
las muestras de proteina incubadas con 1eq melatonina y tetraciclina mostraron valores de turbidez
mucho menores que la proteina irradiada en ausencia de estas moléculas. Por el contrario el resto de
las moléculas empleadas (rifampicina, epigalato y curcumina) no presentaron efecto inhibitorio de la
agregacion. Estos resultados indican que tanto la melatonina como la tetraciclina pudieran funcionar

como posibles inhibidores de la agregacion de la HyS cristalina en el tiempo.
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Figura 1: Turbidez a 405 nm de la proteina HyS cristalina irradiada en ausencia y presencia de diversos
compuestos organicos. Se emplearon relaciones equimolares entre la proteina y las diferentes moléculas.
M: Melatonina, T: tetraciclina, E: epigalato de galocatequina, R: rifampicina, C: curcumina.
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3.2 Dispersion dinamica de luz en presencia de moléculas pequenas.

En un intento por entender el mecanismo por el cual las moléculas pueden funcionar como inhibidores
realizamos ensayos de DLS con la proteina inmediatamente después de irradiada y posterior al tiempo de
incubacion. Como se observa en la figura 2 la curva de correlacion de la proteina después de irradiada
(Figura 2A, azul) es una curva caracteristica de una muestra polidispersa, donde se observa la proteina en
diferentes estados oligoméricos. Uno de estos estados se corresponde con el monémero de radio 2.3 nm,
mientras que la otra corresponde a un oligémero. Sin embargo la poblacion correspondiente al mondémero
representa mas del 85% de la sefal. La curva de correlacién correspondiente a la proteina irradiada por
2h e incubada 12h a 37°C (Figura 2A, magenta) muestra un corrimiento hacia la derecha que es reflejo de
la formacion de moléculas mas grandes. Al comparar las curvas de correlacién obtenidas (Figura 2D y 2F)
en presencia de epigalato y curcumina podemos observar que en ambas se observa el mismo corrimiento
de la curva hacia la derecha que se encontré en la proteina irradiada luego de 12h a 37°C, lo que es un
indicativo de la presencia en la muestra de oligdmeros de gran tamafo. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por turbidimetria, corroborando que el aumento de la turbidez en estas muestras se debe a
la presencia de agregados de gran tamafio. Por otra parte, la inspeccion visual de estas cubetas mostro la
presencia de agregados. Por el contrario, para el caso de la melatonina y la tetraciclina (2B y 2C) se
pierde la correlacion durante los primeros segundos de la medicion, esto es un indicativo de la presencia
en la muestra de moléculas con radios hidrodinamicos pequefios. Esto pudiera ser un indicativo de que en
presencia de dichas moléculas se conserva una mayor poblacion correspondiente a la forma monomérica
de la proteina. Por otro lado, estas curvas de correlacion muestran que ademas de la poblacion
monomeérica, también estan presentes oligdbmeros de mayor tamano, sin embargo la carencia de turbidez
(Figura 1) sugiere que estos oligbmeros permanecen solubles. Estos resultados concuerdan con los
resultados de turbidimetria, donde HyS en presencia de estas moléculas no presenté un aumento tan alto

en la turbidez.
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Figura 2: Curvas de correlacion de la HyS cristalina irradiada con UVB por 2h e incubada a 37°C por 12h (magenta)
A) HyS irradiada por 2h (azul oscuro), B) HyS irradiada por 2h en presencia de 1eq de melatonina (naranja), C) HyS
irradiada por 2h en presencia de 1eq tetraciclina (verde), D) HyS irradiada por 2h en presencia de Epigalato (morado),

E) HyS irradiada por 2h en presencia de rifampicina (cian)y F) HyS irradiada por 2h en presencia de
curcumina (azul claro).

Los resultados obtenidos tanto por turbidimetria como por dispersién dinamica de luz permiten sugerir que

la melatonina y la tetraciclina inhiben la agregacién de la HyS cristalina. Ademas, los resultados de
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DLS permiten sugerir que estas moléculas pudieran interaccionar con la forma monomérica
de la proteina, estabilizandola e impidiendo la formacion de agregados que generan turbidez
en la muestra. Estos resultados son muy preliminares, por lo que este proyecto lo continuara

una estudiante de licenciatura de nuestro laboratorio como su proyecto de tesis.
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