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Resumen

Las cataratas siguen siendo una de las principales causas de ceguera a nivel mundial. La
transparencia del cristalino depende del equilibrio estructural mantenido por una alta
concentracion de proteinas cristalinas. La alteracion de este equilibrio conduce a la formacién

de agregados proteicos responsables de la opacidad caracteristica de esta enfermedad.

Entre los factores implicados, la radiaciéon ultravioleta (UV) representa un estrés capaz de
inducir modificaciones estructurales en las proteinas del cristalino. La BA1 cristalina humana es
una proteina estructural de la  familia de las B cristalinas cuya
estabilidad junto con la de las demas proteinas cristalinas, es esencial para mantener la
transparencia ocular. Aunque diversos estudios han evaluado el efecto de la radiacion sobre
cristalinas aisladas, el cristalino es un sistema altamente concentrado donde las
interacciones proteina-proteina pueden influir en los mecanismos de desestabilizacion y

agregacion.

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar los cambios en la estabilidad y evaluar
los procesos de agregacion inducidos por radiacion UV en la BA1 cristalina humana, asi
como el posible impacto de su interaccién con la HyS cristalina. Las muestras fueron irradiadas
durante 2 horas y posteriormente incubadas hasta completar 12 horas de seguimiento. Los
cambios estructurales y la formacion de agregados se monitorearon mediante absorcion de
luz en la region visible (405 nm), espectroscopia de fluorescencia y dispersién dinamica de
luz (DLS).

Los resultados muestran que la BA1 presenta mayor susceptibilidad a la agregacion inducida
por UV cuando se encuentra aislada. En contraste, al estudiarla en mezclas con la
HyS cristalina, el efecto de la radiacion disminuyd la magnitud de la agregacién. Estos resultados
resaltan que el entorno proteico influye en la estabilidad del cristalino y sugieren que la
interaccion entre estos dos tipos de cristalinas podrian actuar como un factor modulador

frente al dafo inducido por distintos factores.
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1. Introduccién

Las cataratas puede definirse como la pérdida de transparencia del cristalino y representa un
problema de discapacidad visual a nivel mundial, afectando a mas de 94 millones de personas
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2023). Esta condicion constituye una de las
principales causas de ceguera en el mundo, con una mayor prevalencia en poblaciones
pertenecientes a niveles socioecondmicos mas bajos y paises en desarrollo (Pascolini & Mariotti
2012). El padecimiento en México afecta a 760 mil personas y se estima que cada afo se suman

47 600 nuevos casos segun cifras de la Secretaria de Salud de México.

Si bien, las cataratas son tratable mediante la extraccion quiruargica de la lente y la implantacién
de una prétesis intraocular, este procedimiento conlleva costos significativos y puede resultar
inaccesible en naciones con bajos ingresos (Lam et al., 2015). Debido a que los dafios en las
proteinas del cristalino se acumulan progresivamente, las cataratas se consideran una condicion
degenerativa, siendo las relacionadas con la edad las mas frecuentes. Sin embargo, también
existen cataratas juveniles de origen genético vinculadas a mutaciones especificas en las
proteinas del cristalino. Estas alteraciones comprometen la estabilidad proteica, promoviendo la
desnaturalizacion y agregacion a edades tempranas (Karri et al., 2013; Pande et al.,2001; Pande
et al., 2015; Vendra et al., 2016). Sumado a los factores genéticos, existen otros que pueden
provocar cataratas, estan las enfermedades sistémicas como la diabetes mellitus, la exposicion
a radiacion ultravioleta (UV) y la presencia de metales (Javitt & Taylor, 1995; Truscott, 2005;
Micun et al., 2022).

1.1 Estructura del cristalino

Para comprender como se originan estas opacidades, es necesario analizar la naturaleza del
cristalino. Este es una lente biconvexa con una alta concentracion de proteinas, cuya funcion
principal es refractar la luz hacia los fotorreceptores de la retina neurosensorial para permitir una
vision espacial adecuada (Aliancy & Mamallis, 2017). Ademas de su papel éptico, funciona como
un filtro natural para la radiacion UV, absorbiendo la mayor parte de la radiacién que llega a la
retina (Fielding et al., 2015). Anatdmicamente, se ubica por delante del humor vitreo y por detras
deliris y del humor acuoso. Una caracteristica critica de su fisiologia es que carece de un sistema
propio de irrigacion sanguinea, por lo que depende del humor acuoso para la obtencion de los
nutrientes necesarios para sustentar su metabolismo y la eliminacién de desechos (Le Grand &
El Hage, 1980).



Este aislamiento vascular tiene un origen en el desarrollo embrionario. El cristalino se desarrolla
a partir del ectodermo superficial, constituyendo un tejido encapsulado por una membrana basal
de colageno, laminina y proteoglucanos que mantienen su forma caracteristica (Kuszak &
Costello, 1992). Durante el desarrollo, las células epiteliales subcapsulares de la region
ecuatorial se diferencian en células fibrilares, un evento que implica un alargamiento celular y la
degradacion programada de sus organelos, incluido el nucleo. Esta eliminacion de estructuras
internas es fundamental ya que minimiza la dispersion de la luz y garantiza la transparencia
necesaria para la funcion optica (Lovicu & McAvoy, 2005). Sin embargo, esta especializacion
conlleva un costo biolégico: al carecer de nucleo y maquinaria de sintesis, las proteinas no
pueden ser reparadas ni resintetizadas (Donaldson & Lim, 2008; Artigas, 2015; Fielding et al.,
2015). Las células primarias, formadas en etapas tempranas, constituyen el nucleo del cristalino
maduro, mientras que las células secundarias se afiladen en capaz concéntricas durante toda la
vida. Ambas contienen principalmente proteinas cristalinas, que representan aproximadamente
el 90 % del contenido proteico soluble del cristalino y son las responsables directas de las

propiedades refractivas del ojo (Takemoto & Sorensen, 2008; Vendra et al., 2016).

En consecuencia, la transparencia del cristalino depende de un equilibrio extremadamente
delicado en la composicion y estabilidad de estas proteinas. Cualquier alteracion en este orden
molecular conduce a la opacidad, impidiendo el paso normal de la luz (Jaenicke & Slingsby,
2001). Por ello, resulta fundamental comprender los mecanismos moleculares que regulan la

estabilidad proteica para el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas.

1.2 Proteinas cristalinas

Las cristalinas son proteinas solubles en agua, termodinamicamente estables y su funcion
principal es contribuir a la transparencia y a las propiedades reflectantes del cristalino, formando
una solucion concentrada en el interior de sus células (Sharma & Santhoshkumar, 2009). En
vertebrados, estas se clasifican en dos grupos principales: las a-cristalinas y las py-cristalinas
(Bloemendal et al., 2004).

Las a-cristalinas representan una fraccion importante de las cristalinas en la lente humana y se
localizan tanto en las células epiteliales como en las fibras (Andley, 2007). Sus dos mondémeros,
productos de los genes aA (20 kDa) y aB (22 kDa) comparten un 60 % de similitud en su
secuencia (Hoehenwarter et al., 2006). Estructuralmente, la a-cristalina es un oligémero dinamico

formado en su mayoria por laminas B y pocas hélices a adoptando un plegamiento tipo



B-sandwich antiparalelo o immunoglobulin-like fold (Sun & MacRae, 2005; Bagneris et al., 2009).
Mas alla de su aporte estructural, las a-cristalina pertenecen a la familia de proteinas de choque
térmico (sHSP) (Andley, 2007) y actuan como chaperonas moleculares. Su funcion es crucial: se
unen a proteinas dafiadas para evitar que se aglomeren, manteniendo asi la transparencia y
solubilidad de la lente (Horwitz, 2003; Bhattacharyya et al., 2006).

Ademas de su papel protector contra la agregacién térmica en B-cristalina (Horwitz, 2003),
inhiben la apoptosis inducida por radiacion UV mediante la modulacion de las vias de
sefalizacion PKCa, RAF/MEK/ERK y AKT (Liu et al.,, 2004). Es importante destacar un
mecanismo de respuesta diferencial: bajo condiciones de estrés, la expresién de aB-cristalina
puede aumentar, es decir, ocurre una regulacion positiva de este gen para proteger a las células
contra la muerte celular (Nagaraj et al., 2016). No obstante, este mecanismo de defensa ocurre
unicamente en las células epiteliales del cristalino que conservan su nucleo y no en las fibras

maduras que carecen de maquinaria transcripcional.

A diferencia de las a, la superfamilia de las By-cristalinas constituye la mayor parte de la masa
proteica del cristalino. Aunque ambas familias comparten una identidad entre el 29 % y el 35 %
(Fig. 1) y un centro globular formado por dos dominios, formados a su vez por cuatro hebras 3
que se intercalan y disponen el dominio en una conformacién de hoja 8 antiparalela (plegamiento
tipo llave griega) presentan diferencias fundamentales en su estado de asociacion. Las y-
cristalinas se componen de siete proteinas( YA, yB, yC, yD, yE, yF y yS) aunque solo las
cristalinas yD, yC y yS se expresan en lentes humanos a concentracion apreciable (Andley,
2006). Estructuralmente, han sido descritas como monomeéricas y representan la fraccion menos

abundante de esta superfamilia (Hejtmancik & Smaoui, 2003; Xi et al., 2014).

La familia de las B-cristalinas esta formada por un grupo de siete proteinas (BA1, BA2, BA3, BA4,
BB1, BB2 y BB3). Estas se clasifican, atendiendo a la extension en sus dominios, en acidas (A1,
BA2, BA3, y BA4) cuando posee una sola extension en el dominio N-terminal y en basicas (BB1,
BB2y BB3) si la extension se encuentra en ambos dominios. A diferencia de las y, estas proteinas
pueden asociarse formando tanto homo como heterodimeros (Downard et al., 2011; Bloemendal
et al., 2004 ). En particular, se ha descrito que las cristalinas BB1, BB3 y BA4 forman homo-
oligébmeros, mientras que B2 forma dimeros en solucion y hetero-oligdbmeros con las cristalinas
BA1, BA2 y BA3 (Bateman et al., 2003). En cuanto a sus dimensiones, los monémeros tienen
masas entre 22 y 30 kDa (Lampi et al., 1997) mientras que los oligdbmeros pueden llegar hasta
200 kDa (Graw, 2009).



La distribucién de estas proteinas esta ligada al desarrollo: la BB1 y BB3 se expresan
principalmente durante las etapas tempranas del desarrollo del cristalino lo que las posiciona
mayoritariamente en el nucleo del cristalino maduro. Por otro lado, la BB2 cristalina destaca por
ser una de las mas estable entre todas las B-cristalinas y presenta una alta capacidad de
asociacion proteina-proteina con otras cristalinas. Un detalle estructural clave se observa en la
estructura cristalografica de la BB2 (PDB 2BB2) la cual muestra que puede formar dimeros
mediante intercambio de dominios (domain swapping), sin embargo, estudios de NMR/SAXS
indican que no adopta este tipo de arreglo en solucién, sino que forma dimeros tipo “cara a cara”
(Xu et al., 2012; Bari, 2021).
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Figura 1. Alineamiento multiple de secuencias de las cristalinas B y y realizado con MAFFT vy
visualizado en Jalview. Los residuos conservados estan coloreados segun su tipo. Las
secuencias incluidas corresponden a: pB1-crystallin (P53674), BB2-crystallin (P43320), BB3-
crystallin (P26998), BA3/A1-crystallin (P05813), BA2-crystallin (P53672), BA4-crystallin (P53673),
yC-crystallin (P07315), yD-crystallin (P07320) y yS-crystallin (P22914).



1.3 BA1 cristalina humana

La cristalina BA1 es codificada por el gen Cryba1, el cual también codifica a la proteina BA3
cristalina humana mediante un mecanismo denominado "exploracién ribosomal con fugas" (leaky
ribosomal scanning). Este mecanismo permite la generacién de variantes proteicas a partir de un
solo ARNm mediante el uso de diferentes codones de inicio. Estructuralmente, la BA1 cristalina
tiene una masa molecular de 23 kDa con 198 residuos de aminoacidos, presentando 17 residuos
menos en su extremo N-terminal en comparacion con la BA3 cristalina (Bloemendal et al., 2004).
Al igual que otras cristalinas, esta proteina estd compuesta por dos dominios (N-terminal y el C-
terminal) conectados por un linker de 5 aminoacidos. Debido a que no existe una estructura
experimental resuelta, el estudio de su conformacion se basa en un modelo obtenido por métodos
computacionales por homologia (Fig. 2). Mas alla del lente ocular, la A1 y la BA3 se distribuyen
extra lenticularmente en tejidos como la retina, el epitelio pigmentado retinal y el cerebro.
Ademas, la BA3 puede asociarse formando homodimeros o heterodimeros con otras cristalinas,
interacciones que estan mediadas principalmente por las extensiones del N-terminal (Bateman et
al., 2003; Serebryany et al.,2014).

La BA1 destaca por ser una de las cristalinas con mas triptéfanos en su secuencia, sumando un
total de nueve. Segun el modelo estructural (Fig. 2) estos residuos presentan distintos grados de
exposicion al solvente: dos estan expuestos al solvente (Trp122 y Trp136), tres son
semiexpuestos (Trp14, Trp79 y Trp178) indicando una accesibilidad parcial de sus cadenas
laterales y cuatro se encuentran ocultos en el core de la proteina (Trp56, Trp82, Trp151 y
Trp181).

Debido a esta distribucion de residuos de triptéfano, la proteina presenta un maximo de emisiéon
de fluorescencia cercano a los 345 nm para el estado plegado y 357 nm para el estado
desplegado segun los ensayos de desplegamiento inducidos por urea (Martinez Seoane, 2022).
Esta sensibilidad espectral convierte a la fluorescencia intrinseca en una herramienta analitica

clave para monitorear la estabilidad de BA1 frente a diversos factores de estrés.



Figura 2. Representacioén estructural de la BA1 cristalina humana obtenida mediante un modelo
tridimensional predicho con AlphaFold, generado mediante ColabFold en Google Colab
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main

AlphaFold2.ipynb#scrollTo=KK7X9T44pWb7) a partir de la secuencia UniProt (ID: P05813-2) y

visualizado en UCSF Chimera. La estructura esta colorada segun la confianza del modelo: azul

alta confianza (>90), amarillo confianza intermedia y rojo/naranja baja confianza (<50). Se
destacan las cadenas laterales de los residuos de triptéfano clasificadas segun su exposicion al
solvente: dos expuestos (Trp122 y Trp136) en amarillo, tres semi expuestos (Trp14, Trp79 y

Trp178) en naranja y cuatro ocultos (Trp56, Trp82, Trp151 y Trp181) en cian.

1.4 Plegamiento y agregacién de proteinas

La conformacion nativa de una proteina se alcanza cuando se establece un conjunto de
interacciones covalentes y no covalentes durante el proceso de plegamiento, resultando en una
conformacién energéticamente favorable y estable. Sin embargo, durante este proceso, la
proteina puede experimentar interacciones no nativas que conduzcan a un plegamiento
incorrecto, originando estructuras no funciones que en algunos casos podrian ser mas estables
que la conformacion nativa (Eichner & Radford, 2011). Si bien no todas las conformaciones no
nativas conducen a la formacion de agregados, ciertos estados parcialmente plegados o
desplegados pueden favorecer la asociacion intermolecular. Esto da lugar a diversos tipos de
agregados proteicos, tales como oligdbmeros, agregados amorfos y fibras amiloides (Agbas,
2018). En condiciones fisiolégicas, las células disponen de chaperonas y mecanismos de

degradacion para corregir estos estados; no obstante, cuando estos mecanismos fallan, los
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agregados se acumulan y se vinculan a patologias como el Alzheimer, el Parkinson, la

amiloidosis de cadena ligera y las cataratas (Chuang et al., 2018).

De manera general, la agregacion de proteinas puede ocurrir por la asociacion no covalente o a
través de interacciones covalentes (Finke et al., 2000) generando agregados que pueden ser
clasificados como solubles o insolubles dependiendo del sistema (Mori et al., 2022). En el caso
de la agregacién por interacciones no covalentes, que involucra fuerzas hidrofébicas,
interacciones electrostaticas o la formacién de estructuras tipo hoja-beta, se ha propuesto que
los intermediarios formados durante el plegamiento o desplegamiento de proteinas son
precursores clave para este proceso (Shamsi et al., 2017). Esta ruta comienza con la nucleacion,
donde una proteina nativa inicia la formacién del agregado en un paso que suele ser el mas lento
y limitante en la cinética (Wang, 2005; Buell, 2017), seguido por un crecimiento que ocurre
mediante la union de mondmeros a multimeros o por interaccion entre multimeros. Por el
contrario, la agregacion de proteinas mediada por enlaces covalentes se produce a traves de la
formacion de puentes disulfuro entre residuos de cisteina (Toichi et al., 2013) o mediante enlaces

isopeptidicos (Kang & Baker, 2011).

1.5 Agregacion de cristalinas

En el caso de las cristalinas, la capacidad para mantener su conformacion nativa es crucial para
la transparencia y funcionalidad del cristalino ocular. Sin embargo, se ha reportado que estas
proteinas son propensas a formar agregados en condiciones de estrés, como cambios en la
temperatura o exposicion a radiacion UV, factores que contribuyen directamente al desarrollo de
cataratas (Bloemendal et al., 2004; Horwitz, 2003). Estudios previos han demostrado que los
procesos de plegamiento y desplegamiento en estas proteinas pueden generar intermediarios
que actuan como precursores clave para la formacién de agregados (Shamsi et al., 2017; Takata
et al., 2008).

Esta pérdida de estabilidad y el consecuente desplegamiento parcial pueden ser el resultado de
diversas modificaciones post-traduccionales en sus residuos, tales como desamidacion,
glicosilacion, oxidacion o la escision de alguno sus dominios (Basak et al., 2003; Chen et al.,
2006). En las proteinas del cristalino, dicha agregacion se manifiesta mediante la formacién de
estructuras tanto ordenadas (tipo amiloide) como desordenadas (agregados amorfos) de alta

masa molecular (Cetinel et al., 2017; Muranov et al., 2011). Para investigar estos fenomenos se



han empleado diversos métodos de estudio de estabilidad, incluyendo el uso de altas
temperaturas, radiacién ultravioleta (UV), desnaturalizantes quimicos, iones metalicos, variacion

de pH y mutagénesis sitio-dirigida (Mafia et al., 2008; Rivillas-Acevedo et al., 2015).

Especificamente, la BA1 es considerada una proteina estable térmicamente, con una
temperatura de fusion (Tm) reportada de aproximadamente 78 °C. No obstante, investigaciones
previas utilizando ANS (8-anilino-1-naftalensulfonato) han revelado que la exposicion de parches
hidrofébicos y la disminucion de la solubilidad proteica pueden ocurrir durante eventos de
desplegamiento, sugiriendo asi una tendencia a la agregacion (Martinez Seoane, 2022). Por lo
tanto, resulta de gran interés determinar si factores de estrés ambiental pueden inducir cambios
estructurales y promover la asociacion intermolecular de esta proteina en condiciones que

preceden a su desnaturalizacion global.

1.6 Radiacion UV y dafos en cristalinas

La exposicidon prolongada a los rayos ultravioletas (UV) es un factor determinante en el dafio
acumulativo de los tejidos oculares. Con el proceso natural de envejecimiento, la capacidad del
ojo para filtrar esta radiacion disminuye (Ferrer et al.,2009), lo que posiciona a la radiacion UV
como uno de los principales factores asociados al desarrollo de cataratas (Delcourt et al.,
2014).Dentro del espectro UV (100-380 nm), este se clasifica segun su longitud de onda en UVC
(100-280 nm), UVB (280-315 nm) y UVA (315-380 nm). De estos, la radiacién UVC es bloqueada
por los gases atmosféricos, la UVB es parcialmente absorbida por la capa de ozono y la radiacién
UVA es débilmente filtrada en la atmdsfera (Diffey, 2002).

En el ojo, la cornea actua como barrera primaria filtrando casi toda la radiaciéon UVC y UVB
restante, no obstante, una parte de la UVA alcanza y es absorbida por el cristalino. Aunque la
cantidad de radiacion que alcanza el cristalino es limitada, su exposicion acumulativa es
suficiente para inducir dafo fotoquimico en las proteinas. La evidencia relaciona
mayoritariamente a la radiacion UVB con la formacion de cataratas, debido a su alta energia,
permitiendo un dafo directo en las proteinas (Bochow et al., 1989; Alvarez Fontanet, 1995). Por
su parte, la radiacién UVA contribuye de manera indirecta mediante la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), como oxigeno singlete que favorece la oxidacion de regiones
especificas y el dafio de enzimas clave del cristalino (Truscott, 2005; Andley, 2007;
Frederik,1991).



En resumen, tanto la radiacion UVA como la UVB provocan la pérdida de la estructura nativa en
las cristalinas y su posterior agregacion (Ostrovsky et al., 2002; Sergeev et al., 2005; Muranov et
al., 2011). Estos dafios pueden originarse por mecanismos que incluye la fotoxidacién directa de
residuos de aminoacidos (Pattison et al., 2012). Particularmente en los residuos de triptéfano, la
absorcion de radiacion UV genera estados excitados que de no disiparse mediante procesos de
apagamiento o fluorescencia, derivan en reacciones de fotoionizacion y ruptura del anillo indol.
Como consecuencia, se forman productos como N-formilquinurenina, quinurenina y especies
relacionadas (Andley & Clark, 1989; Chen et al., 2009; Muranov et al., 2011). Ademas del
triptéfano, otros aminoacidos son afectados como residuos de tirosina y fenilalanina que pueden
formar radicales libres, mientras que histidina, cisteina y metionina son susceptibles a la
oxidacion mediada por ROS (Pattison et al., 2012).

La agregacion de cristalinas inducidas por fotooxidacion ha sido ampliamente estudiada. En
particular, en las B-cristalinas, como B2 y BB3, la exposicién a radiacion UVB provoca la ruptura
de puentes salinos superficiales y la oxidacién de residuos de cisteina a acido cisteico (Andley &
Clark 1989). Estudios in vivo en modelos animales con absorcién de radiaciéon UV similar a la
humana han mostrado la agregacion de proteinas solubles y la generacion de péptidos de baja
masa molecular (Jedziniak et al., 1987). En paralelo, también se ha reportado alteraciones en las
propiedades fluorescentes de las cristalinas, caracterizadas por una disminucion en el contenido
de triptéfano y un aumento en la fluorescencia de otros fluoréforos (Muranov et al., 2011; Moran
et al., 2013; Schafheimer & King, 2013).

Bajo estas condiciones de estrés, aunque las a-cristalinas actuan como chaperonas moleculares,
su propia oxidacion compromete esta funcion. Los fragmentos derivados de cristalinas oxidadas
no solo interfieren con la funciéon de las a-cristalinas, sino que pueden actuar como anti-
chaperonas, uniéndose a proteinas parcialmente desplegadas y promoviendo su agregacion
(Andley, 2007; Schafheimer & King, 2013). En este mismo marco, la HyS al igual que las otras
proteinas del cristalino sufre modificaciones inducidas por oxidacion, la exposicién a radiacion
UVB induce cambios estructurales que favorecen la formacion de estados parcialmente
desplegados que se comportan como monomeros modificados con alta tendencia a formacion
de agregados irreversibles (Muranov et al., 2011).

Es importante sefialar que la mayoria de los estudios sobre dafo inducido por radiacion en
cristalinas se han realizado en proteinas aisladas. Sin embargo, en el cristalino, estas proteinas
se encuentran en un medio altamente concentrado donde las interacciones entre distintas

familias de proteinas son esenciales para mantener la transparencia. Se ha propuesto que la



transparencia depende de interacciones proteinas-proteinas débiles, cuando estas interacciones
cambian por envejecimiento, mutaciones o modificaciones postraduccionales, se favorece la
agregacion y con ello la formacién de las cataratas (Takemoto & Sorense, 2008).

En este contexto, las B-cristalinas presentan una marcada tendencia a forman homo y
heteroligdmeros estables entre subunidades acidas y basicas, siendo generalmente mas
favorables las interacciones entre subunidades distintas (Liu & Liang, 2007). Por ejemplo,
mezclas como BB1/BA3 forman heterotetrameros en equilibrio con heterodimeros, mientras que
complejos como BA3/BB2 pueden estabilizarse mediante la participacion de extensiones Ny C
terminales. Estas asociaciones no solo promueven estructuras de orden superior, sino que
también modulan la estabilidad de las subunidades individuales (Bateman et al., 2003).
Asimismo, aunque hay pocos estudios, existen evidencias de que las interacciones entre
diferentes clases de cristalinas son relevantes para mantener la transparencia del cristalino. Por
ejemplo, sistemas binarios como BB1 y HyD pueden presenta separacion de fases dependiente
de la intensidad relativa de las interacciones entre proteinas, lo que indica que la respuesta de
una cristalina no solo depende de su estabilidad intrinseca sino también del entorno proteico en

que se encuentre (Wang et al., 2010).

Justificacion

En este sentido, el dafo inducido por radiacion no ocurre en un sistema de proteinas aisladas,
sino en una red compleja de interacciones donde una cristalina dafada puede alterar la
estabilidad, solubilidad o capacidad de asociacion de las otras. A pesar de la relevancia de estas
interacciones, aun no se comprende como modulan la respuesta de las cristalinas frente al dafio
inducido por radiacion UV, particularmente en sistemas que involucran multiples familias de
proteinas. Por lo tanto, resulta fundamental estudiar como la interaccion entre distintas cristalinas
influye en su estabilidad estructural y en su propension a la agregacion bajo condiciones de
estrés. Por ello, este trabajo se centra en el analisis de la BA1 cristalina humana y su interaccion
con HyS, evaluando su comportamiento frente a la radiacion UV con el objetivo de comprender

los mecanismos moleculares asociados a la formacion de cataratas.



2. Hipoétesis

La interaccion de la proteina BA1 con la proteina HyS favorecera su estabilidad estructural, lo

que se traducira en una mayor resistencia frente a los efectos dafinos de la radiacion ultravioleta.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar como la interaccion con la HyS modula la estabilidad estructural y la propensién a la

agregacion de la BA1 bajo condiciones de exposicion a radiacién UV.

3.2 Objetivos especificos

-Expresar y purificar las proteina cristalinas humanas A1 y HyS.

- Caracterizar la estabilidad individual de la proteina BA1 bajo diferentes exposiciones a radiacion
UVv.

-Evaluar el efecto de la interaccién con HyS sobre la estabilidad estructural y la agregacioén de la
BA1 en presencia de radiacion UV.

-Comparar la respuesta de la BA1 en sistemas aislados y en sistemas binarios, para determinar

el papel del entorno proteico en su susceptibilidad al dafio fotoinducido.



4. Metodologia
4.1 Expresion de las proteinas en Escherichia coli BL21(RIL)

Las proteinas se expresaron en la cepa Escherichia coli BL21(DE3)RIL, la cual contiene el
plasmido pRIL que codifica tRNAs para codones raros y confiere resistencia a Cloranfenicol. Las
células fueron transformadas con los plasmidos pE-SUMO-CRYA1 y pE-SUMO-CRYGS, cada
una codificando la proteina correspondiente fusionada a una etiqueta SUMO con cola de
histidinas en el extremo N-terminal; estos plasmidos confieren resistencia a Ampicilina.

Las transformaciones se realizaron por choque térmico adicionando 1-5 pg de DNA plasmidico
a 50 pL de células competentes. Las mezclas se incubaron durante 30 minutos en hielo, seguida
de un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos y se mantuvo nuevamente en hielo por 2
minutos. Posteriormente, se adicionaron 450 uL de medio SOC y las células se incubaron por 1
hora a 37 °C. Las células se sembraron en placas de LB-agar con Ampicilina (100 pg/mL) y
Cloranfenicol (30 pg/mL), seleccionando asi las colonias transformadas y asegurando el

plasmido auxiliar pRIL.

Para la expresion de proteinas, se inoculd una colonia en 1 litro de medio LB suplementado con
los antibioticos mencionados y se incubd a 37 °C con agitacién de 200 revoluciones por minuto
(rpm) hasta alcanzar una densidad 6ptica (DO 600 nm) de 0.6. La expresion se indujo con 0.33
mM de Isopropil-B-D-1-tiagogalacopiranosido (IPTG) y se continud la incubacion por 12 horas a
18 °C y 200 rpm.

Finalmente, el cultivo se centrifugd a 1600 x g durante 30 minuto. El precipitado celular se
resuspendié en tampoén de lisis (Tris-HCI 50 mM, Imidazol 10 mM, pH 7.6). La lisis celular se
realizd mediante sonicacion en hielo, aplicando 30 ciclos consistentes en 1 minuto de pulsos y 1
minuto de descanso. El lisado resultante se centrifugé a 20 000 x g durante 45 minutos y el
sobrenadante fue filtrado a través de una membrana de 0.22 ym como paso previo a la

purificacion cromatografica.



4.2 Purificacion de BA1 y HyS cristalinas

La purificacion de las proteinas se llevd a cabo en tres etapas sucesivas: dos cromatografias de

afinidad a quelatos metalicos y una cromatografia de intercambio anidnico.

Cromatografia de afinidad |

El sobrenadante filtrado se cargd en una columna HisTrap™  previamente cargada con Sulfato
de Niquel (NiSO4,100 mM) y equilibrada con tampdn de carga (Tris-HCI 50 mM, Imidazol 10 mM,
pH 7.6). Durante el proceso, se colectaron las fracciones no unidas (flow-through) y se procedié
a realizar dos etapas de lavado para eliminar contaminantes inespecificos: 5 volumenes de
columna (Vc) con el tampdn de equilibrio y 5 Vc adicionales con un tampdn de lavado (Tris-HCI
50 mM, 50 mM de Imidazol, pH 7.6).

La elucion de la proteina fusionada a la etiqueta SUMO se realiz6 mediante un aumento
escalonado en la concentracion de Imidazol. Se observd que la proteina BA1 eluyd
mayoritariamente a una concentracion de 200 mM de Imidazol, mientras que HyS eluyd
principalmente a 100 mM. Tras la elucién de interés, se aplico un pulso final de 500 mM de
Imidazol para remover cualquier proteinas unidas a la matriz.

Las fracciones recolectadas se analizaron mediante SDS-PAGE al 15 %. Aquellas fracciones
que presentaron la banda correspondiente a la proteina de interés y un alto grado de pureza

fueron unificadas para proceder al corte enzimatico de la etiqueta.

Eliminacion de la etiqueta SUMO

La eliminacion de la etiqueta His-SUMO se llevo a cabo mediante el uso de la proteasa especifica
Ulp1, empleando en relacién molar 1:17 (proteasa:proteina). La reaccion de protedlisis se incubd
durante 12 horas a 30 °C y la eficiencia del corte se verificé mediante SDS-PAGE al 15 %.
Posteriormente, la muestra se dializé para eliminar el Imidazol residual utilizando una membrana
con un limite de exclusién de 3-12 kDa frente a un tampdn de dialisis (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100

mM, pH 7.6), realizando cuatro cambios de solucién cada 30 minutos para asegurar el equilibrio.

Cromatografia de afinidad Il

La muestra dializada se aplic6 nuevamente a una columna HisTrap™ previamente equilibrada
con tampon (50 mM de Tris-HCI, pH 7.6). En esta segunda etapa de afinidad, las proteinas A1
y HyS, ya libres de la etiqueta SUMO, no se unieron a la resina y se colectaron en las fracciones

no unidas. Por el contrario, la etiqueta SUMO, la proteasa Ulp1 y otras impurezas remanentes



con afinidad por el Niquel que se fijaron a la matriz, eluyeron posteriormente a concentraciones
de 200 y 500 mM de Imidazol. La presencia y pureza de las proteinas de interés se verifico
nuevamente por SDS-PAGE al 15 %.

Cromatografia de intercambio anidénico

Como paso final de purificacion, se realiz6 una cromatografia de intercambio aniénico. Las
fracciones que contenian la proteina de interés se unificaron y se cargaron en una columna
HiLoad 6/60 con matriz Q-Sepharosa, previamente equilibrada con 2 Vc de tampoén (Tris-HCI 50
mM, NaCl 100 mM, pH7.6). La elucion se llevd a cabo mediante un gradiente lineal de NaCl
(desde 100 mM hasta 500 mM). La pureza final de las cristalinas se confirmé mediante SDS-
PAGE al 15 %.

Determinacidn de la concentracion de las proteinas

La concentracion de cada proteina se determind midiendo su absorbancia a 280 nm en un
espectrofotometro (Agilent), empleando una cubeta de cuarzo con un paso 6ptico de 1 cm. El
calculo de la concentracion se realizo mediante la Ley de Lambert-Beer (A = € c |), donde A es
absorbancia, € el coeficiente de extincién molar, c la concentracién y | la longitud del paso éptico.
Los coeficientes de extincidn molar tedricos se calcularon a partir de la secuencia primaria de
cada proteina utilizando la herramienta ProtParam (ExPASy). Se empledé un ¢ de 46 410
M-'cm”para la BA1y de 42 860 M"-cm™ para HyS.

4.3 Analisis de estabilidad estructural por temperatura en ausencia de UV.

Para evaluar la estabilidad térmica de BA1 en ausencia de radiacién, las muestras se sometieron
a un incremento térmico progresivo de temperatura desde 25 hasta 85 °C, empleando intervalos
de 10 °C para el registro de datos. En cada punto de equilibrio térmico, se evalud la estructura
terciaria mediante espectros de fluorescencia intrinseca. De manera complementaria, se
realizaron mediciones por dispersion dinamica de luz (DLS) con el objetivo de monitorear
cambios en el tamafio hidrodinamico en funcion de la temperatura. En estos experimentos, el
calentamiento se llevé a cabo en el equipo de DLS, y las mediciones de fluorescencia se

realizaron retirando la muestra del sistema térmico para su posterior analisis.



4.4 Ensayos de estabilidad térmica en mezcla BA1:HyS

Para evaluar el comportamiento del sistema bajo condiciones de estrés térmico, se analizo la
mezcla BA1:HyS en proporcion 1:1 en un rango de temperatura de 25 a 85 °C. En este caso, los
experimentos se realizaron mediante un enfoque cinético, permitiendo el seguimiento continuo
de los cambios estructurales durante el proceso de calentamiento, sin retirar la muestra del

sistema de medicion.

4.5 Ensayos de irradiaciéon UVB de la BA1 y la mezcla

Para evaluar el efecto de la radiacion UVB en la estabilidad de las proteinas, se trabajé tanto con
la BA1 individual como con las muestras BA1:HyS. Todas las muestras se prepararon a una
concentracion final de 25 uM y se sometieron a irradiacion empleando una lampara UV de amplio
espectro, con un rango de emision de 280-320 nm. Este intervalo abarca principalmente la region
del UVB, aunque incluye una pequefa contribucion de la banda UVA en el limite de los 315-320
nm. Durante todos los experimentos,se mantuvieron constante el pH y la temperatura.

En el caso de la A1 individual, se realizd un seguimiento del dafio inducido en funcién del tiempo
de exposicion, empleando periodos de 15, 30, 45 y 120 minutos. Tras la irradiacion, las muestras

se incubaron 12 horas a 37 °C, con el fin de evaluar la evolucion del proceso de agregacion.

Para el estudio de las mezclas, se combinaron BA1 con HyS en diferentes proporciones molares
(1:1, 1:0.75, 1:0.5 y 1:0.25), ajustando los volumenes de cada componente para mantener una
concentracion final de 25 yM en todas las muestras. Estas mezclas se sometieron a un tiempo
fijo total de 2 horas de irradiacion UVB, parametro definido con base en estudios previos
realizados en el laboratorio en los cuales se observaron cambios significativos bajo esas
condiciones. Finalmente, tanto las muestras individuales como las mezclas se analizaron
inmediatamente después de la irradiacion y tras 12 horas de incubacién para evaluar la evolucion

del proceso de agregacion.

4.6 Técnicas de analisis y criterios de interpretacion

Para evaluar los cambios estructurales y procesos de agregacion en las proteinas, se emplearon
espectroscopia de fluorescencia intrinseca, dispersién dinamica de luz (DLS), fluorescencia de
Tioflavina T (ThT) y mediciones de turbidez. Estas técnicas se aplicaron de manera consistente

en todos los experimentos descritos en este trabajo.



4.6.1 Fluorescencia intrinseca de triptéfano

Se midio utilizando un fluorometro Cary Eclipser (Agilent), empleando una longitud de onda de
excitacion de 295 nm y registrando la emisién en un rango de 300 a 800 nm. El analisis se basé
en la posicién del maximo de emision (Amax) y en la intensidad de fluorescencia. Un corrimiento
hacia longitudes de onda mayores se interpreté como evidencia de exposicion de los triptéfanos
a un entorno mas polar, mientras que cambios en la intensidad se asociaron tanto a
modificaciones estructurales como a efectos de dispersion de la luz en presencia de agregados.
Para la determinacién precisa del maximo de emisidon (Amax) y de intensidad, los espectros de
fluorescencia intrinseca se analizaron mediante un ajuste log-normal (o funcién log-gaussiana).
Este procedimiento permite considerar la asimetria intrinseca de las bandas de emision del
triptéfano, obteniendo valores de Amax con mayor reproducibilidad que la simple inspeccién

visual del pico.

4.6.2 Fluorescencia de Tioflavina T (ThT)

La formacion de estructuras tipo amiloides se evaluo mediante fluorescencia de Tioflavina T
(ThT). Las muestras se incubaron con ThT y se registraron espectros con una longitud de onda
de excitacion de 440 nm y emision en el rango de 460 a 600 nm. Incrementos en la intensidad

de fluorescencia se consideraron indicativos de la formacion de este tipo de estructuras.

4.6.3 Dispersion Dinamica de la Luz (DLS)

El tamano hidrodinamico se determind utilizando un Zetasizer Nano ZSP (Malvern). Las muestras
se filtraron previamente a través de membranas de 0.22 um y se analizaron en celdas de cuarzo.
El analisis se realiz6 a partir de las funciones de correlacién de intensidad, las cuales describen
el movimiento de las particulas en solucién. En sistemas con proteinas monoméricas o de menor
tamano, estas funciones presentan un decaimiento rapido. En contraste, la presencia de
especies de mayor tamano se refleja como un desplazamiento del decaimiento hacia tiempos
mas largos. Adicionalmente, se obtuvieron distribuciones de radio hidrodinamico (Rh), donde la
aparicion de poblaciones con radios elevados y cambios en la contribucidn relativa de estas
poblaciones se interpretaron como evidencia de formacion de agregados.

Los datos de dispersion de luz se procesaron mediante un ajuste multiexponencial de la funcién



de autocorrelacion. Este analisis permite descomponer la sefal en diferentes poblaciones de
tamafos moleculares y es fundamental para detectar la presencia de especies polidispersas o
agregados en solucion, transformando el decaimiento de la intensidad en una distribucién de

radios hidrodinamicos (Rh).

4.6.4 Mediciones de turbidez

Finalmente la agregacién proteica se evaluo mediante mediciones de turbidez a 405 nm,
registradas antes de la irradiacion, inmediatamente después de la irradiacion y posterior a 12
horas de incubacion a 37 °C. Los aumentos en la absorbancia se emplearon como indicador del

desarrollo de agregados insolubles.



5. Resultados

5.1 Expresion y purificacién de BA1 cristalina humana

La expresion de la proteina recombinante se llevd a cabo exitosamente en la cepa E. coli
BL21(DE3)RIL. En la figura 3, se presenta el analisis por electroforesis SDS-PAGE del lisado
celular tras la induccion con IPTG. Se observa una banda intensa y predominante alrededor de
43 kDa en la fraccion soluble, la cual concuerda con el peso de la proteina BA1 fusionada a la
etiqueta SUMO.

Al comparar las fracciones soluble e insoluble (carriles 2 y 3, respectivamente), se aprecia que
la proteina de interés se localiza mayoritariamente en el sobrenadante (SDI). Este resultado
confirma no solo una expresion eficiente de la proteina recombinante, sino también su correcta
solubilidad bajo las condiciones de cultivo y lisis empleadas, lo cual es fundamental para los

procesos de purificacion posteriores.

MP SDI  PDI

Figura 3. SDS-PAGE al 15 % de la expresién de la proteina BA1 en E. coli (BL21RIL). Carril 1
(MP): Marcador de masa molecular, Carril 2 (SDI): Sobrenadante del lisado tras la induccién

induccion. Carril 3 (PDI): Fraccion insoluble (pellet) tras la induccion.

5.1.1 Cromatografia de afinidad |

El sobrenadante obtenido tras la ruptura celular y centrifugacion, se aplicé a una columna de
afinidad a Niquel para la purificacion de la proteina fusionada a la etiqueta SUMO. En la figura 4,
se presenta el perfil de elucion monitoreado a 280 nm (linea azul), donde se observa el

comportamiento de la proteina frente el gradiente escalonado de Imidazol (linea roja).



Durante la etapa de carga y lavado inicial, se observa un pico de absorbancia correspondiente a
las proteinas propias de la bacteria que no presentan afinidad por la matriz. La elucion selectiva
de la BA1-SUMO se logré mediante el incremento de la concentracion de Imidazol, obteniéndose
un pico definido. La presencia y pureza de la proteina en las fracciones recolectadas se verifico
mediante SDS-PAGE al 15 %, donde se aprecia una banda predominante a la altura esperada
(~43 kDa), confirmando la captura eficiente de la proteina de interés y la eliminacién de la

mayoria de los contaminantes celulares en este primer paso cromatografico.
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Figura 4. Cromatograma de elucion con un gradiente escalonado de Imidazol (linea roja) y
analisis por SDS-PAGE al 15 % de las fracciones recolectadas. Se observa una banda
predominante correspondiente a la A1-SUMO. MP: marcador de masa molecular. INY: muestra

inyectada (lisado). Fracciones 6-20: muestras colectadas durante la elucion.



5.1.2 Digestidon enzimatica y cromatografia de afinidad Il

Previo a la segunda etapa de purificacién, se realizo la digestién enzimatica de la proteina de
fusion empleando la proteasa Ulp1 para remover la etiqueta SUMO vy la cola de histidinas. La
eficiencia del corte se evalu6 mediante SDS-PAGE al 15 % (figura 6), donde se observo la
desaparicion de la banda de 43 kDa (correspondiente a la proteina fusionada) y la aparicion de
una nueva banda de menor masa molecular cercana a los 23 kDa que concuerda con el peso
de BA1 libre de etiquetas.

Posteriormente, la mezcla de reaccidén se aplicd a una segunda cromatografia de afinidad a
Niquel. Bajo este esquema de purificacién, la A1 que ya carece de la etiqueta de histidina, no
presenta afinidad a la matriz y se recupera en las fracciones no fijadas, mientras que SUMO-His
y la proteasa Ulp1 permanecen retenidas en la columna.

Como se observa en el cromatograma de la figura 5, la proteina de interés eluye en un pico inicial
de gran volumen. La pureza de estas fracciones se confirmé por electroforesis (figura 6, carriles
3-11), mostrando una banda limpia a 23 kDa. Finalmente, los componentes remanentes (SUMO
y Ulp1) fueron eluidos incrementando la concentracién de Imidazol, lo cual se evidencia en las

fracciones tardias (carriles 16-17).
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Figura 5. Cromatograma de elucion correspondiente a la segunda cromatografia de afinidad.
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Figura 6. SDS-PAGE al 15 % del proceso de digestién enzimatica: muestra antes de cortar (AC)
y después de cortar (DC) (izquierda). SDS-PAGE al 15 % de las fracciones recolectadas. INY:

muestra inyectada, 3-13: fracciones no fijadas y 13-1 fracciones eluidas con Imidazol (derecha).

5.1.3 Cromatografia de intercambio aniénico

Como paso final de purificacion, se realizé una cromatografia de intercambio aniénico con el
objetivo de eliminar contaminantes cargados negativamente. En la figura 8, se presenta el perfil
de elucion obtenido mediante la aplicacién de un gradiente de NaCl.

El cromatograma muestra un pico principal definido que eluye a una fuerza iénia especifica. Las
fracciones correspondientes fueron analizadas mediante SDS-PAGE al 15 %, confirmando la
presencia de una unica banda intensa a 23 kDa. Aquellas fracciones con mayor grado de
homogeneidad (carriles 5-14) fueron seleccionadas, combinadas y concentradas para proceder

con los analisis siguientes.
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Figura 7. SDS-PAGE al 15 % correspondiente a la cromatografia de intercambio anidnico. MP:

marcador de masa molecular. Fracciones 5-16: muestras eluidas.
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Figura 8. Cromatograma de elucién correspondiente a la cromatografia de intercambio anionico.

5.2 Expresioén y purificacion de HyS cristalina humana

5.2.1 Cromatografia de afinidad |

La proteina se expreso exitosamente en la cepa E. coliBL21(DE3)RIL transformada con el
plasmido pE-SUMO-CRYGS. El analisis del lisado celular mediante SDS-PAGE al 15 % mostrd
una banda intensa cercana a 35 kDa, la cual corresponde a la masa molecular de la proteina
fusionada a la etiqueta SUMO-His confirmando su expresion.

Al igual que en el caso anterior, la proteina se localizé mayoritariamente en la fraccion soluble
(SS), lo que permitié proceder directamente con la purificacion por afinidad a Niquel. En la figura
9, se observa el perfil de elucion registrado a 280 nm, donde el incremento en la concentracion
delmidazol permitié obtener un pico de elucién en la proteina de interés. La correspondencia
entre el pico del cromatograma y la banda de 35 kDa en el gel de poliacrilamida (fracciones 3-

17) confirma la captura eficiente de la HyS.
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Figura 9. Expresion y purificacion de la proteina HyS fusionada a SUMO. Cromatograma de
elucion monitoreado a 280 nm (linea azul) junto con el gradiente de Imidazol (linea roja).
SDS-PAGE al 15 % de la expresion y a las fracciones recolectada MP: marcador de masa
molecular; SS: sobrenadante tras la induccion; PS: fraccién insoluble (pellet); 3—17: fracciones
de elucion.

5.2.2 Digestion enzimatica y Cromatografia de afinidad Il
Tras la incubacion con la proteasa Ulp1, se evalué la eficiencia mediante SDS-PAGE al 15 %

(Fig. 11). En el carril correspondiente a la muestra después de cortar (DC), se observé la

desaparicion de la banda ~35 kDa y la aparicién de una banda principal alrededor de 20 kDa



correspondiente a la proteina HyS libre de etiquetas. Este resultados confirmo la eficiencia del
corte enzimatico.

Posteriormente, la mezcla de reaccidén se aplico a una segunda cromatografia de afinidad a
Niquel para separar la proteina de interés de los componentes de la fusion. Bajo este esquema,

la HyS se recuper6 en las fracciones no retenidas a la matriz debido a que ya no posee la etiqueta
de histidinas, mientras que SUMO-His y la proteasa Ulp1 permanecieron unidas a la membrana.
Como se muestra en el cromatograma la de la figura 10, el pico inicial de flujo continuo contiene la
proteina purificada, cuya homogeneidad fue verificada por electroforesis (figura 11), mostrando
una banda unica y limpia a 20 kDa. Finalmente, los componentes retenidos fueron eluidos de la

columna mediante la aplicacion de 200 mM de Imidazol.
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Figura 10. Segunda cromatografia de afinidad posterior al corte. Cromatograma de elucion.
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Figura 11. SDS-PAGE al 15 % antes (AC) y después del corte enzimatico (DC) (izquierda). SDS-
PAGE al 15 % de las fracciones recolectadas donde se observa la proteina HyS (~20 kDa) en

las fracciones no fijadas. MP: marcador de masa molecular (derecha).

5.2.3 Cromatografia de intercambio aniénico

Como etapa final del proceso, la proteina se purific6 mediante una cromatografia de intercambio
anidnico utilizando una columna de Q-Sepharosa. Este paso se empled para separar la proteina
de interés de cualquier traza residual de la etiqueta SUMO, la proteasa Ulp1 o otros
contaminantes.

En la figura 12, se presentan los perfiles de elucién obtenidos mediante la aplicacion de un
gradiente de sal. El analisis por SDS- PAGE al 15 % de las fracciones correspondientes al pico
principal, evidencié una banda unica intensa aproximadamente 19 kDa. La ausencia de bandas
adicionales o sefiales detectables de la etiqueta SUMO (que eluye a una fuerza iénica distinta)
confirma la alta pureza y homogeneidad.

Las fracciones seleccionadas fueron colectadas y concentradas para su posterior caracterizacion

y estudio con la BA1.
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Figura 12. Cromatograma de elucién con un gradiente de sal y analisis por SDS-PAGE al 15 %
de las fracciones recolectadas. Se evidencia una banda uUnica alrededor de ~19-20 kDa

correspondiente a la proteina HyS.



5.3 Caracterizacion de las proteinas en estado nativo.
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