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1 Introduccidén

Las proteinas poseen diversas funciones esenciales en todos los organismos,
desempefiando desde papeles estructurales hasta aquellas actividades especializadas en
procesos bioldgicos complejos (por ejemplo, metabolismo, sefializacion celular, conversion
de energia, etc.). Para llevar a cabo su funcion, la mayoria de las proteinas debe adoptar una
estructura tridimensional especifica, y que dicha conformacién sea lo suficientemente
estable.

En este sentido, la estabilidad de las proteinas puede ser interpretada en términos
termodindmicos Y cinéticos. Desde el punto de vista termodindmico, el estado nativo de una
proteina corresponde a la conformacion de minima energia del sistema. A su vez, la
estabilidad cinética comprende el tiempo promedio que una proteina mantiene su estructura
y funciodn, y esta relacionada con la barrera de energia entre el estado nativo y los estados no
funcionales.

En la naturaleza existen proteinas con una estabilidad descomunal y con propiedades
fisicoquimicas muy interesantes. En este grupo podemos encontrar a las y-cristalinas,
proteinas presentes en el lente o cristalino de los vertebrados. La funcion principal de estas
proteinas es brindar transparencia y el correcto indice de refraccion para un adecuado
funcionamiento del cristalino. En el lente del ser humano, podemos encontrar 3 principales
tipos de y-cristalinas la C, D y S (HyC, HyD y HyS). Estas proteinas se encuentran en células
carentes de organelos y de recambio proteico, por ello deben permanecer en su estado nativo
durante toda la vida del organismo, es decir deben ser muy estables. A la fecha, diferentes
grupos de investigacion han analizado el caracter termodindmico de su estabilidad, sin
embargo, aln no se desconoce su aspecto cinético en condiciones fisioldgicas.

A pesar de su gran estabilidad, la constante exposicion a agentes perjudiciales, como
radiacion UV y estrés oxidativo, produce alteraciones estructurales en estas proteinas que

pueden causar su inestabilidad, desplegamiento y finalmente agregacion. La formacion de
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complejos macromoleculares de alto peso molecular conlleva a una deficiencia en la agudeza
visual, ya que evita el paso y enfoque de la luz en la retina, dando como resultado el desarrollo
de cataratas. Este padecimiento afecta a un gran nimero de personas (principalmente de la
tercera edad), siendo la principal causa de ceguera en el mundo. Aunque esta enfermedad
puede ser tratada por remocion quirurgica de todo el lente, este método es invasivo, costoso
econdmicamente y se realiza inicamente en casos severos de cataratas.

Aunado a esto, se ha comprobado que los iones metalicos Cu?*, Zn** y Hg?" inducen
la agregacion de HyC, HyD y HyS, y asi pueden estar involucrados en el desarrollo de
cataratas. Sin embargo, no se sabe cOmo es que estas cristalinas interaccionan con cobre, zinc
y mercurio, y de este modo se desconoce cudl es el mecanismo exacto de induccion de la
agregacion

En este trabajo, se realizd un andlisis calorimétrico de las y-cristalinas de humano en
ausencia y presencia de iones metalicos. Empleando la técnica de calorimetria diferencial de
barrido (CDB) se busco6 determinar la estabilidad cinética de las cristalinas HyC, HyD y HyS,
asi como de los dominios aislados N- y C-terminal de HyD, y de la mutante HyD H22Q (se
sabe que His22 es responsable, al menos parcialmente, de la agregacion de HyD inducida por
zinc). De igual modo, mediante calorimetria de titulacion isotérmica (CTI) se pretendio
averiguar codmo ocurre la interaccion entre las y-cristalinas de humano y los iones metalicos

implicados en agregacion.




2. Antecedentes

2.1 Antecedentes Generales

El lente o cristalino es uno de los principales constituyentes del glébulo ocular, se
encuentra ubicado tras el iris y delante del humor vitreo (Figura 1A). Su funcion principal
consiste en permitir el correcto paso de la luz y su enfoque hacia la retina, la cual es de gran
importancia para el adecuado funcionamiento del 0jo, ya que nos faculta de poder reconocer
un sinfin de imagenes del mundo que nos rodea. Esto gracias a que el lente posee
caracteristicas Unicas como transparencia y flexibilidad, asi como la propiedad de ser

biconvexo, incoloro y avascular.!?
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Figura 1. Lente en el humano. Diagrama del glébulo ocular (A) y el cristalino (B). Modificada de ref. 2.

Para llevar a cabo su funcion, el cristalino cumple con dos requisitos principales:
transparencia y un alto indice de refraccion, 2 los cuales se consiguen gracias a la morfologia

y composicidn de su estructura celular. Dicha composicion celular se representa por dos tipos
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de células epiteliales especializadas; una poblacion de células cuboides forma una lamina
que cubre la parte superficial anterior, mientras que el interior esti formado de varias capas
concéntricas de células fibrosas alargadas, las cuales degradan sus organelos y se diferencian

progresivamente (Figura 1By 2).

Células epiteliales Diferenciacion de células fibrosas

|, Mitocondria

Nucleo

33 zLo i
: ' Reticulo

¥ endoplasmico

“.-« Aparato de Golgi

Células fibrosas

Zona libre de organelos (ZLO)

Figura 2. Tipos de células en el cristalino. Modificada de ref. 4.

El citoplasma de dichas células fibrosas alargadas se encuentra compuesto
principalmente de agua y de proteinas llamadas cristalinas, las cuales estan presentes en una
alta concentracién (~ 0.32 g/mL, en humano). A causa de una distribucion gradual y de las
interacciones de corto alcance entre estas proteinas, se consigue la transparencia y el indice
de refraccion del cristalino.®® En todos los vertebrados las cristalinas se dividen en dos
principales familias: oy By, que constituyen el 90% de las proteinas solubles del lente ocular,®
con abundancia relativa dependiendo de la especie.®

La carencia de organelos, y asi de metabolismo en las células fibrosas alargadas,
conlleva a que estas cristalinas deban funcionar por el resto de la vida del organismo sin
ningln tipo de recambio.” Es por ello que deben ser muy estables y mantenerse solubles a
pesar de su alta concentracion, y su exposicion continua a luz UV y a estrés oxidativo. Sin
embargo, no siempre es posible evitar los dafos a su estructura, resultado de modificaciones
indeseables, que eventualmente pueden causar su inestabilidad, desplegamiento y finalmente

agregacion. Entre las alteraciones que producen la presencia de estados insolubles de las




cristalinas, las que poseen mayor relevancia son la desamidacion de glutamina y asparagina
(que introduce una carga negativa y altera la estructura de la proteina), la oxidacién de
metionina, la ruptura de cadena principal y la formacién de puentes disulfuro.® Ademas, es
posible que también se encuentren otras alteraciones, por ejemplo, la modificacion de lisinas
por carbamilacion y glicacion, la formacion de entrecruzamientos de lisinas y argininas, asi
como la fosforilacién, metilacion, acetilacion, racemizacion e isomerizacion de residuos.2:1°

A su vez, la formacion de complejos macromoleculares, debido a la agregacion
proteica en el lente, produce una deficiencia en la agudeza visual al impedir el paso y enfoque
de la luz en la retina, dando como resultado el desarrollo de cataratas.*!

Las cataratas son un padecimiento presente en un gran numero de personas
(generalmente de la tercera edad) alrededor del mundo; consisten en una opacidad de la lente
y se pueden manifestar en diversos fenotipos, dependiendo de la morfologia y de la
distribucion de dicha opacidad (Figura 3).12 Se sabe que las cataratas son la principal causa
de ceguera en el mundo, afectando al 45% de la poblacion entre 55-64 afios, al 75% de
personas entre 65-74 y cerca del 88% en personas mayores a 75 afios. Esta enfermedad puede
tener diferentes causas, principalmente las mutaciones congénitas en la secuencia de
aminoacidos de las cristalinas, y las (anteriormente mencionadas) modificaciones

postraduccionales en estas proteinas que incrementan con la edad del individuo.
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Figura 3. Variaciones en morfologia y distribucion de la opacidad de la lente en cataratas congénitas.
Modificada de ref. 12.

En esencia, las cataratas relacionadas al envejecimiento derivan de dos principales
rutas: el desplegamiento de proteinas, que resulta en agregacion proteica y/o asociacion, y la
interaccidn alterada entre cristalinas en estado nativo, resultando en una disminucién en su
solubilidad.® Aunque esta enfermedad puede ser tratada por remocién quirtrgica de todo el
lente, este método es invasivo, costoso econdmicamente y se realiza Unicamente en casos

severos de cataratas.




2.1.1 Cristalinas

2.1.1.1 Cristalinas a

Las cristalinas oo comprenden un grupo de oligdmeros proteicos, compuestos de dos
tipos de subunidades con pesos moleculares de ~ 20 kDa y una estructura predominantemente
de hoja B (Figura 4), en mamiferos a estas subunidades se les conocen con ¢l nombre de aA

y 0.B.3’6’13

Cristalina-aA Cristalina-oB

Figura 4. Estructura de las subunidades de las cristalinas a: aA y aB. Modificada de ref. 13

Estas proteinas pertenecen a la familia de proteinas pequefias de choque térmico
(sHsp), y se encuentran tanto en forma de homo- y hetero-oligomeros de diferente
estequiometria y propiedades, con un tamafio promedio 800 kDa.3613

En humano, las cristalinas oA y aB poseen una secuencia de 173 y 175 aminoacidos,
respectivamente, con un 57% de identidad de secuencia entre ellas. La expresion de oA se
da practicamente so6lo en el lente, ya que en otros tejidos su concentracion apenas es
detectable, mientras que aB también se expresa en diferentes tejidos del organismo, siendo
abundante en cerebro, corazén y musculo. Su sintesis es mayor durante la diferenciacion de
las celulas epiteliales del lente, pero se siguen sintetizando durante el desarrollo del cristalino
hasta posiblemente estar distribuidos homogéneamente en todo el lente.?

Las cristalinas a poseen diversas funciones, tanto estructurales como reguladoras, por
ejemplo, se sabe que son importantes para mantener la integridad del citoesqueleto, para
prevenir apoptosis, regulacion de la diferenciacion celular, etc. Pero, en especial se relaciona

con una funcién como chaperonas para prevenir la agregacion de las cristalinas By y.°
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2.1.1.2 Cristalinas fy

Las cristalinas de la familia By comprenden mas del 50% de las cristalinas en el lente
de los vertebrados.* Originalmente se pensé que pertenecian a diferentes familias, pero
después (gracias a la secuenciacion y determinacion de sus estructuras) se agruparon en esta
misma familia, ya que comparten una estructura similar. Dicha estructura estd descrita por
cuatro motivos de llave griega o greca (Greek key, Figura 5A) que consiste en cuatro hebras
beta dispuestas de manera anti-paralela (Figura 5B). En las cristalinas By estos motivos estan
organizados en dos dominios compactos con dos motivos en cada uno (Figura 5C), y ambos

dominios se conectan por un péptido de 3 a 4 aminoéacidos (Figura 5D).%516

/ /!:q\ N
c\ NS
lEI ﬂ EI E 4 1 2 3

(A) (B)

(©€) (D)

Figura 5. Motivo de llave griega en cristalinas. (A) Representacion de la llave griega o greca (Greek key).
(B) Diagrama de un motivo de llave griega. (C) Diagrama del arreglo de las hojas B en el motivo doble de llave
griega en cristalinas. (D) Diagrama de una cristalina, con los motivos en diferentes colores. Modificadas de ref.
16y 17.




Su secuencia de aminoacidos es inusualmente rica en residuos aromaticos y residuos
con azufre. El nicleo de cada dominio es altamente hidrofébico y con una superficie
altamente cargada, pero con un punto isoeléctrico para cristalinas y cercano al pH neutro.'’
La principal diferencia estructural entre cristalinas B y y es la presencia de extensiones en los
extremos N- y C-terminal, y una cadena ligeramente mas larga (1 o 2 aminoacidos) en el
péptido conector (linker) entre los dominios en las cristalinas B.1%8

En el caso de las cristalinas B, se encuentran generalmente en forma de homo- o
heterodimeros (en ocasiones oligdmeros que van desde 50 a 200 kDa) y se componen de siete
diferentes tipos de subunidades (de 22 a 28 kDa), en mamiferos son A1, BA2, BA3, A4,
BB1, BB2 y BB3, donde la B y A indican que son polipéptidos bésicos o &cidos,
respectivamente (Figura 6A).3

Por otro lado, las cristalinas vy, las cuales normalmente no forman agregados, se
encuentran como monomeros y existen siete distintos tipos, todas con un peso molecular
alrededor de 20 kDa; en mamiferos se nombran como vA, yB, yC, yD, yE, yF y S, pero su
expresion difiere en cada organismo (Figura 6B).36

Esta diferencia en la estructura supramolecular entre B y y (dimeros y mondémeros) se
ha adjudicado a la ligera extension de los extremos N- y C-terminal en las cristalinas f, ya

que esta parece ser la region de union en la dimerizacion (Figura 6A).

(A) (B)

Figura 6. Cristalinas By. Estructuras de cristalina HBB2, PDB ID 1ytq (A) y cristalina HyD, PDB ID 1hk0

(B). Tomada de ref. 17




Los genes de esta familia By son especificos de celulas fibrosas y su expresion
principalmente tiene lugar en estadios tempranos del desarrollo, y llegan a alcanzar altas
concentraciones (> 400 mg/mL en mamiferos, y > 1000mg/mL en algunos peces). El nivel
en el que se expresan varia mucho entre especies y se correlaciona inversamente con el
contenido de agua en nucleo del cristalino.® En su mayoria, estan en la porcion central del

lente, y, especificamente, la region nuclear embrionaria es rica en y cristalinas.®

2.1.1.2.1Cristalinas HyC, HyD y HyS

En el lente humano se encuentran presentes las cristalinas HyC, HyD y HyS, no
obstante, también dentro del genoma se localizan pseudogenes para yE y yF. Las secuencias
de aminoacidos de estas tres proteinas homologas HyC, HyD y HyS son muy similares
(Figura 7A), entre HyC y HyD hay 72% de identidad y 83% similitud, entre HyD y HyS
existe 50% de identidad y 69% de similitud, mientras que entre HyC y HyS hay 53% de
identidad y 70% similitud.*®

HyS posee una relacién génica relativamente distante con respecto a las demas
cristalinas vy, pese a ello, su relacion estructural es alta con las demas cristalinas y. En la
Figura 7B se puede observar una superposicion de las estructuras tridimensionles de las tres
cristalinas HyC, HyD y HyS, donde claramente se aprecia su alto grado de similitud entre

ellas.
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Figura 7. Cristalinas HyC, HyD y HyS. (A) Alineamiento de secuencias de HyC, HyD y HyS. Los 4 motivos
de llave griega se muestran en diferentes colores, tomada de ref. 15. (B) Superposicion de las estructuras 3D de
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las cristalinas HyC (verde, PDB ID 2nbr), HyD (rojo, PDB ID 1hk0) y HyS (azul, PDB ID 2m3t).

La cristalina HyS posee una expresion tardia en el desarrollo (después del
nacimiento), y se encuentra de manera abundante en la corteza del lente, mientras que las
cristalinas HyC y HyD se expresan en etapas tempranas del desarrollo embrionario (como la
mayoria de otras cristalinas) y, por ello, principalmente se encuentran en la region nuclear
del lente. Esta distribucion se correlaciona con una disminucién del indice de refraccién

desde el centro a la corteza, lo que genera un gradiente que permite la correcta funcion del

lente.20-22

56
56
60

114
114
120
174
174
178
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2.1.2 Plegamiento y Estabilidad de proteinas

Desde mediados del siglo pasado se ha intentado identificar la manera en la que las
proteinas se pliegan para dar una conformacion especifica, y asi poder predecir su estructura
tridimensional a partir de una simple secuencia de aminoacidos. Sin embargo, en la
actualidad aun no es posible predecir con certeza la conformacion espacial de una proteina,
y mucho menos la actividad catalitica, a partir de su secuencia de aminoacidos.

Diversos trabajos se han enfocado en este proposito, de los mas importantes
inicialmente fueron los que llevaron a cabo Christian B. Anfinsen y colaboradores, al
comienzo de los afios 60’s, ellos demostraron que una proteina puede plegarse de manera
reversible, lo que implica que la estructura nativa es un estado termodinamicamente estable,
y estd en un minimo global de su energia libre.?® Posteriormente Cyrus Levinthal propuso
que si existieran muchas posibilidades conformacionales para una proteina, el tiempo que le
tomaria para encontrar su conformacion nativa de manera aleatoria seria mucho mayor a la
edad del universo.?* Con los afios esto fue conocido como la “Paradoja de Levinthal”, la cual
concluye que debe haber vias de plegamiento especificas.

Con ambos estudios se concluyd que se necesitaba que el plegamiento de una proteina
procediera hacia un minimo global y que ademas esto ocurriera en tiempos cortos. Ambos

enfoques se conocen como control termodindmico y cinético del plegamiento.

2.1.2.1 Plegamiento y desnaturalizacion de una proteina

La estabilidad de proteinas puede ser definida en términos de la preservacion de
contactos atémicos en el estado nativo dentro de la conformacion tridimensional.!” Estos
contactos se encuentran mediados por diferentes tipos de interacciones no covalentes, de las
cuales las mas importantes son los puentes de hidrégeno, interacciones de van der Waals e
interacciones electrostaticas.

Las interacciones electrostaticas en una proteina se producen entre cargas netas
presentes en las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos acidos y basicos, y en sus
extremos C- y N-terminal. Su fuerza esta determinada por la ley de Coulomb, y asi es
inversamente proporcional a la distancia entre las cargas. A pH neutro, cada uno de los

residuos de lisina y arginina tiene una carga positiva neta de +1, mientras que los residuos de
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aspartato y glutamato son cargados negativamente (-1). En cambio, los residuos de histidina,
que tienen un pKa cercano a 7, pueden estar cargados positivamente 0 ser neutros,
dependiendo de su ambiente y del pH de la solucidn. Interacciones entre las cadenas laterales
de aminoacidos con cargas opuestas son conocidas como interacciones ionicas, y la
interaccion particularmente favorable es referida como interaccién de par iénico.'® Sin
embargo, se ha considerado que estas interacciones juegan un papel menor en el plegamiento
de las proteinas, debido a que los aminoacidos responsables de estas interacciones nos son
muy abundantes en diversas proteinas.

A diferencia de las interacciones electrostaticas de cargas formales, los puentes de
hidrégeno y las fuerzas de van der Waals se generan por la presencia de dipolos permanentes
y dipolos transitorios, respectivamente.

Lo puentes de hidrégeno son un tipo de interaccion dipolo-dipolo, donde dos atomos
electronegativos, como oxigeno y nitrégeno, comparte un hidrégeno, denotado cominmente
como X — H ---Y, indicando que el &tomo de hidrogeno se encuentra unido covalentemente
a uno de los atomos electronegativos, mientras que por fuerza fundamentalmente
electrostatica se comparte con otro atomo electronegativo. Aungue esta interaccion no es tan
fuerte como la interaccidn electrostatica entre dos cargas netas, el gran nimero de
interacciones de este tipo que se pueden dar en las proteinas representa una contribucién muy
importante en la estabilidad total. Ademas, una caracteristica relevante es que estos puentes
de hidrégeno permiten una orientacion adecuada de los residuos proteicos que faculta a la
cadena polipeptidica de adoptar una topologia especifica.?®

Finalmente, las fuerzas de van der Waals comprenden varios tipos de interacciones,
tanto atractivas como repulsivas, y se diferencian de las deméas debido a que se originan por
la presencia de fluctuaciones de la densidad electronica de particulas cercanas, que generan
dipolos transitorios que interaccionan entre si. De importancia en el plegamiento de proteinas
son las fuerzas de dispersién de London, que se establecen entre dipolos inducidos
temporales. Estas interacciones estan presentes entre todos los tipos de &tomos y moléculas,
incluso las totalmente neutras tal como helio, CO> e hidrocarburos.?®

Las proteinas pueden ser desnaturalizadas al cambiar las condiciones fisicoquimicas
del medio, usualmente al aumentar la temperatura, con un agente quimico (como urea o

cloruro de guanidinio), cambiando el pH o aplicando presién (Figura 8).1

13




[N] [D]

Figura 8. Proceso de desnaturalizacion de una proteina. N es el estado nativo (en este caso, la cristalina
HyD, PDB ID 1hk0) y D es el estado desnaturalizado (o desplegado). Modificada de ref. 27.

El estado desnaturalizado tiene alto grado de libertad conformacional, es decir, no es
una estructura rigida, sino que segmentos individuales de una cadena polipeptidica pueden
moverse de manera relativa uno del otro, y los grupos pueden rotar sobre enlaces simples; se
puede considerar como una coleccion de estados de energias muy similares que estan en
equilibrio unos con otros. El estado desnaturalizado tiene una entropia configuracional
inherentemente alta a partir de la formula de Boltzmann S = k In W, donde W es el niUmero
de estados accesibles y k es la constante de Boltzmann (R/N,). En contraste, el estado nativo
es conformacionalmente restringido (aunque no rigido), y tiene una entropia menor. Asi, al
plegarse una proteina pierde entropia, la cual debe ser balanceada por una ganancia de
entalpia para que la energia libre favorezca el estado plegado. La entalpia de
empaquetamiento de cadenas laterales en el estado nativo es favorable y compensa la pérdida
de entropia.?®

Sin embargo, no solo la termodinamica de la cadena polipeptidica per se contribuye
a los valores observables de AH y AS, sino también la termodinamica del disolvente: agua,
que contribuye con la entropia de la liberacién de moléculas de agua durante el plegamiento
y a la capacidad calorifica del estado desplegado.??

Algunas proteinas pueden presentar reversibilidad a la desnaturalizacion al volver a
plegarse cuando regresan a condiciones favorables, pero hay otras que sufren
desnaturalizacion irreversible, por ejemplo, al desnaturalizarse se pueden agregar y

precipitar, lo que imposibilita que se vuelva a plegar al regresar a las condiciones iniciales.
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2.1.2.2 Estabilidad

La estabilidad de una proteina tiene tanto aspectos termodinamicos como cinéticos.
Desde el punto de vista termodindmico, el estado nativo de una proteina corresponde a la
conformacién de minima energia del sistema, estando en equilibrio con los estados parcial y
totalmente desplegados, y donde el plegamiento de la proteina cumple con el criterio de
espontaneidad. A su vez, la estabilidad cinética puede ser entendida en términos del tiempo
promedio que una proteina mantiene su estructura y su funcion, y esta relacionada con la

barrera de energia entre el estado nativo y los estados no funcionales.?”2°

2.1.2.2.1 Estabilidad Termodinamica

El anélisis de la estabilidad termodinamica de una proteina conlleva a determinar las
diferencias en las caracteristicas termodinamicas (energia libre de Gibbs (4G), entalpia (4AH)
y entropia (4S5)) entre el estado nativo y el estado desnaturalizado de una proteina. Para ello,
el proceso de desnaturalizacion debe ser reversible (es decir, al regresar a las condiciones
iniciales después de desnaturalizar una proteina, ésta debe de adoptar nuevamente su
conformacion nativa), lo que involucra que existe un equilibrio termodindmico entre estados
(plegado y desplegado). En el caso méas simple, los datos pueden ajustarse a un modelo de

dos estados al equilibrio:

Keq

Ne—D

Donde N es el estado nativo y D es el estado desplegado, y K., es la constante de

equilibrio, la cual se obtiene mediante:

[D]
Keq == ﬁ

K., se relaciona con el cambio en la energia libre de Gibbs [4G = G(D) — G(N)]

mediante:

AG = —RT - InK,,
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El ajuste conduce a AG como una funcion de algin pardmetro del medio, como
concentracion del desnaturalizante quimico o la temperatura. La extrapolacion a condiciones
fisioldgicas generalmente conduce a un valor de AG de desplegamiento positivo, lo que
indica que K., es menor a 1y el equilibrio esta desplazado hacia el estado nativo, y asi la
proteina es termodinamicamente estable a esas condiciones.?

Asimismo, mediante la ecuacién de Gibbs-Helmholtz es posible determinar la

dependencia del AG con respecto a la temperatura, dicha ecuacion es:

T T
(4G(T) = aH (1 - E) — AC, [Tm —T+Tin (i)]
Donde AC, es el cambio en capacidad calorifica a presion constante para el proceso
de desnaturalizacion N — D,y T,, es la temperatura de transicion donde la concentracion de
N y D es la misma (por lo tanto, AG(T) = 0 enla T,,). A partir de este analisis se obtiene lo

que se conoce como la curva de estabilidad termodinamica de una proteina, la cual posee un

comportamiento como el que se muestra en la Figura 9.2

60 ¥ T v T Y T ' T ¥ T ’ T ¥ T v T
#—————————  Mlixima estabilidad
45 - -
Lo Fwelama i Proteina nativa
1
=] .
AG >0
= 30 1 -
E T Proteina 2 T
Yy - m
g 15 -
=
&
&)
< 0
/ Proteina desnaturalizada
AG <1
-15 . . — — —

I I I I
240 255 270 285 300 315 330 345 360
Temperatura (K)

Figura 9. Curva de estabilidad termodinamica. Curva de estabilidad termodindmica para dos proteinas,
obtenidas a partir de la ecuacion de Gibbs-Helmholtz. El intervalo de temperatura donde el estado nativo es
estable es donde el AG > 0, mientras que a valores donde el AG < 0 es el estado desnaturalizado es favorecido.
La temperatura a la cual el valor de AG es maximo se conoce como la temperatura de maxima estabilidad.
Tomada de ref. 27.
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2.1.2.2.2 Estabilidad Cinética

Para que una proteina cumpla su funcién debe permanecer en su estado nativo durante
una escala de tiempo adecuada, por ello, es importante determinar la estabilidad cinética de
una proteina. Este andlisis se lleva a cabo cuando el proceso de desnaturalizacion es
irreversible (es decir, al regresar a las condiciones iniciales después de desnaturalizar una
proteina, ésta es incapaz de adoptar nuevamente su conformacion nativa) y asi permite
conocer las caracteristicas cinéticas del desplegamiento de una proteina, y estimar su
estabilidad con el tiempo. Los parametros cinéticos que se pueden obtener al desnaturalizar
térmicamente una proteina son la constante de velocidad del desplegamiento (k) y el tiempo
de vida media (¢, /,) a determinada temperatura.

La estabilidad cinética se puede interpretar en términos de la energia de activacion
(E,cc) entre el estado nativo y estados no funcionales (estados desplegados, parcialmente
plegados, asi como agregados Yy lisados).?®2 Si esta barrera es lo suficientemente grande, la
velocidad de desnaturalizacion irreversible serd muy lenta, y asi la proteina permanecera en

el estado nativo durante un tiempo lo suficientemente grande (Figura 10).

1 Estado de
transicion
a—
o
£
<
Q
7
~
@)
< Desnaturalizado
Nativo
- >
Desplegamiento

Figura 10. Diagrama de energia para el desplegamiento de una proteina. La energia de activacion (E,.;)
es la barrera que separa el estado nativo de los estados no funcionales.
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La desnaturalizacion irreversible de una proteina involucra al menos dos pasos: el
primero es el desplegamiento reversible de la proteina nativa (N) y el segundo es una
alteracion irreversible del estado desplegado (D) hacia un estado final (F), donde es incapaz
de convertirse nuevamente en D o N (ej. agregacion). Puede ser expresado mediante el
modelo de Lumry-Eyring:

NSDEF

En este modelo se asume que, al aumentar la temperatura, la proteina en estado nativo
(N) sufre un cambio conformacional hacia el estado final (F), donde Gnicamente estos dos
estados son poblados significativamente y que la conversion cinética entre ambos estados
(N — F) se describe por una constante de velocidad de primer orden (k):

N f) F

Que se asume que varia con la temperatura de acuerdo con la ecuacion de Arrhenius.

Eqer (1 1
k=exp| -2 (57|
m

Donde E,; es la energia de activacion (energia entre el estado nativo y el estado de
transicion), R es la constante de los gases, y T,, s la temperatura que corresponde al maximo
de la transicion de desnaturalizacion y donde la k es igual a 1 min™. De acuerdo con esta
interpretacion, el modelo de dos estados irreversible no debe tomar el significado de que el
estado nativo sufre la alteracion irreversible hacia F, ya que el paso irreversible sigue siendo
D — F, sino que el proceso de desnaturalizacion térmica completo es muy rapido y ocurre
en condiciones donde la cantidad de moléculas en el estado desplegado es muy baja, por ende
este término es despreciado.3!

La existencia de las alteraciones irreversibles disminuye la operatividad de la
estabilidad térmica de la proteina, ya que el proceso total de desnaturalizacion es réapido a
temperaturas mas bajas que la temperatura de desnaturalizacion termodinamica (temperatura
a la cual el AG de desplegamiento es igual a 0). En otras palabras, la estabilidad
termodinamica no previene a la proteina de sufrir desnaturalizacién irreversible en una escala
de tiempo dada.3!

Asi, la estabilidad de una proteina puede ser entendida en términos de estabilidad

termodinamica y estabilidad cinética.
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2.2 Antecedentes Especificos

2.2.1 Plegamiento, estabilidad y agregacion de y-cristalinas

La estabilidad de cristalinas (o, B y v) ha sido estudiada en diversas condiciones. Para
determinar la estabilidad termodinamica se requiere que la desnaturalizacion sea reversible,
lo que normalmente necesitan de la supresion de reacciones de agregacion, mientras que en
estimaciones de estabilidad cinética, las reacciones de agregacion generalmente estan
presentes, y usualmente son irreversibles.”32

Las cristalinas y son muy estables, con una T,,, de ~ 80 °C y una gran resistencia a
concentraciones altas de urea y de 2-3 M de cloruro de guanidinio. En comparacion, las
cristalinas B son menos estables termodindmicamente, tanto a la desnaturalizacion térmica
como a la desnaturalizacion quimica. Aunque a la fecha, no se sabe exactamente qué es lo
que determina esta diferencia en estabilidad entre ambos grupos de proteinas.

La elevada estabilidad de las cristalinas se puede atribuir en gran medida a la
presencia de diferentes interacciones en la proteina (puentes de hidrégeno, interacciones de
van der Waals, efecto hidrofobico, interacciones n-mt (z-stacking) e interacciones idnicas), asi
como a la estructura compacta e intercalada del doble motivo estructural.'’

Con respecto al plegamiento de las vy cristalinas, el grupo del Profesor Jonathan A.
King ha estudiado profundamente su estabilidad mediante estudios de mutagénesis, en
especial para el caso de la cristalina HyD. Ellos han reportado varias caracteristicas
importantes que contribuyen a la estabilidad de dicha proteina, por ejemplo, han encontrado
un efecto estabilizador de los residuos de la region inter-dominio, que incluyen
principalmente residuos hidrofdbicos, asi como glutamina; ademas han propuesto un papel
importante para los residuos aromaticos como tirosina y triptéfano. 1122, 33-35

En el trabajo de Kosinski-Collins y King en 2003, estudiaron la desnaturalizacion
quimica de HyD con cloruro de guanidinio a pH 7 y a 37 °C, donde encontraron que el
desplegamiento de esta proteina muestra histéresis, lo que indica que el estado nativo es
estable a mayores concentraciones de desnaturalizante que la concentracién a la cual el estado
desplegado es capaz de plegarse nuevamente. Este fendémeno fue evidente al realizar el

desplegamiento a una temperatura menor, 25 °C, como se observa en la Figura 11. 3¢

19



2000

|
< ' 14
2 1800 B. ' C
ks 12
o 1600 l s .
1] - =} 1 - o ® e %
ks o oo +*2%9 [+ " L] o, e
= 1400 e -.‘f"" e E" e 2 ot
(&1 e | o & =
@ 1200 P @ .
o L# | 8 06 . A
o . 2 L -
= 1000 4 { g e
= " S 04
3 800 & 3 N
- B

g . I o2 2
S 600 o =@ a o %
g ‘1‘0"‘..'0. 0.'..-...‘ ]
5 400 s : 3
IS 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5

Concentracion de GUHCI (M) Concentracion de GuHCI (M)

(A) (B)

Figura 11. Plegamiento y desplegamiento al equilibrio de la cristalina HyD con cloruro de guanidinio.
(A) Cambios en intensidad de fluorescencia relativa del desplegamiento (circulos negros) y plegamiento
(cuadrados rojos) a 350 nm a 37 °C. (B) Fraccion de proteina desplegada en desplegamiento (circulos negros)
y plegamiento (cuadrados rojos), determinada por intensidad de fluorescencia a 350 nm a 25 °C. Modificada
de ref. 36.

La presencia de histéresis representa una barrera cinética para la iniciacion del
desplegamiento. Sin embargo, este efecto no esta presente en los dominios aislados de la
proteina,'® lo que sugiere que se debe a interacciones entre ambos dominios. Esta idea es
respaldada por el trabajo de Roberts et al.3” donde a través del disefio computacional de
mutantes puntuales, demuestran que la estabilizacion de la region inter-dominio conduce a
un incremento en la histéresis, mientras la desestabilizacion del dominio C-terminal la
disminuye. Por ello, la estabilidad cinética, es una estrategia Util para preservar el estado
nativo de estas cristalinas por mucho mas tiempo, en lugar de sélo lo que la estabilidad
termodinamica podria permitir.t’

En contraste, el desplegamiento de la cristalina HyS es altamente cooperativo y no
exhibe el fendmeno de histéresis,'® sugiriendo la ausencia de una fuerte interaccion entre
dominios, atribuido a una mayor extensién del péptido de unién (linker) entre ambos
dominios.

Aunado a esto, en el mismo trabajo del Profesor King,%¢ analizaron la estructura de
los agregados de HyD y el mecanismo subyacente por microscopia de fuerza atomica (AFM),
al minuto de replegamiento encontraron estructuras globulares pequefias que después de 5
minutos pasaron a ser protofibrillas. Luego de una hora, todas las protofibrillas habian

desaparecido y ahora formaban parte de un manojo de fibras de 50 nm de grosor y 5 nm de
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altura, que después de varias horas se transformaban en grandes masas de agregados,
detectables a simple vista (Figura 12). Posteriormente, la caracterizacion de estos agregados
la continuaron con bisANS, el cual se unié de mejor manera que con el estado nativo y
desplegado, indicando que los agregados (en esas condiciones) tenian regiones de residuos

hidrofobicos expuestos.

Figura 12. Imégenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) en la agregacion de HyD. Nativa (A) 1 min
(B), 5 min (C), 24 min (D), 1 h (E), 2 h (F). Tomada de ref. 36.

Con los resultados mencionados anteriormente, y dado que las especies parcialmente
plegadas estan frecuentemente involucradas en vias de agregacion de proteinas, una posible
explicacion del proceso de agregacion de HyD es que las especies intermediaras parcialmente
plegadas (donde el dominio C-terminal se encuentra plegado y dominio N-terminal esta
desplegado) son las responsables del estado final agregado de esta proteina (Figura 13).32
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Figura 13. Mecanismo propuesto para la agregacion de HyD, a través de intermediarios parcialmente
plegados. Modificada de ref. 33.

Recientemente, Mills-Henry |.A. et al.®8 determinaron la estabilidad cinética de HyD
y HyS, y la de sus dominios aislados, mediante desnaturalizacion quimica a 18 °C,
monitoreada por espectroscopia de fluorescencia. Ellos aplicaron un modelo de tres estados
para describir los datos, de este modo obtuvieron dos constantes de velocidad. Para HyD, los
resultados extrapolados a 0 M de desnaturalizante dieron un tiempo de vida media (a 18 °C)
de 19 afios para la primera transicion y de 129 dias para la segunda transicion, mientras que
este parametro fue de 14.9 afios y 2.95 horas para los dominios aislados C- y N-terminal,
respectivamente. En el caso de HyS, el tiempo de vida media fue de 1.62 afios para la primera
transicion y de 2.04 dias para la segunda, en cambio, para sus dominios aislados se obtuvo
un valor de 3 dias para el C-terminal y de 1.3 y 26.6 min para el dominio N-terminal (tres
estados para este dominio). Estos resultados son consistentes con el tiempo necesario para
que estas proteinas permanezcan en estado nativo en el organismo, sin embargo, dado que
los experimentos fueron realizados a 18 °C, los valores pueden diferir con los mostrados a
37 °C. Ademas, es importante mencionar que los autores sugieren que la gran diferencia en
los tiempos de vida media (y asi de su estabilidad cinética) entre la proteina completa y sus
dominios aislados se debe al factor estabilizador de la regién inter-dominio, lo cual ya se ha

comprobado que contribuye a la estabilidad termodinamica.3®
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2.2.2 Efecto de los iones metalicos sobre la agregacion de y-cristalinas

Diversos estudios han puesto de manifiesto que los metales poseen una importante
implicacion en el desarrollo de varias enfermedades crénico degenerativas como Parkinson®
y Alzheimer.*%41 Asimismo, se ha propuesto que los metales juegan un papel importante en
el desarrollo de cataratas, ya que en lentes de pacientes con este padecimiento se ha
encontrado una elevada concentracion de cobre y zinc, comparado con lentes sanos.*?#3 En
la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos por Srivastava V.K. et al. donde es evidente
que existen un aumento en la concentracion de iones Cu?*y Zn?* en lentes con cataratas tanto

nuclear como cortical, siendo del doble para Zn?*y hasta mas de 10 veces para Cu?*. 42

Tabla 1. Niveles de proteina soluble e insoluble y de concentraciones de cobre y zinc en lentes normales, con

catarata cortical y catarata nuclear. Modificada de ref. 42

Lente normal Catarata cortical Catarata nuclear
Proteina soluble % 89.0+£28 46.3+1.9 36.4+2.2
Proteina insoluble % 11.0+1.2 52.7+34 63.6 +3.0
Cobre (ug/mg peso seco) 0.25 +0.06 2.72+0.27 3.35+0.41
Zinc (ug/mg peso seco) 128+2.6 23.6+£5.0 30.9+10.2

El grupo de Quintanar L.%44 ha reportado el efecto de agregacién de las cristalinas
HyC, HyD y HyS inducida por Cu?*. Como se observa en la Figura 14, en ensayos de turbidez
(donde un incremento en turbidez representa la formacién de particulas dispersoras de luz,
es decir, agregados) los iones Cu?* producen un aumento en la sefial detectada después de
cierto tiempo y en diferente magnitud, dependiendo de la proteina y del numero de
equivalentes de cobre, indicando que su presencia es un claro inductor de agregacion de las
tres cristalinas. Para HyD se observa un drastico incremento a partir de 3.5 equivalentes
(Figura 14A), mientras que para HyS el efecto presenta un umbral alrededor de 3
equivalentes, desde donde aumenta gradualmente (Figura 14C). Por el contrario, HyC
presenta una mayor sensibilidad a la agregacion inducida por cobre, mostrado por una mayor

turbidez a pocos equivalentes de Cu®* (Figura 14B).
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Figura 14. Efecto de agregacion de y-cristalinas inducida por cobre. Ensayos de turbidez de cristalinas HyD
(A), HYC (B) y HyS (C) a 50 uM en ausencia o presencia de diferentes equivalentes de Cu?*. Imagenes de
microscopia electrénica de transmision (TEM) de los agregados de HyD (D), HyC (E) y HyS (F) con 4
equivalentes de Cu?*. Modificada de ref. 44.

Posteriormente las muestras en presencia de 4 equivalentes de cobre fueron
analizadas por microscopia electronica de transmisién (TEM) (Figura 14D, 14E y 14F, para
HyD, HyC y HyS, respectivamente), donde claramente se observa la presencia de agregados
de tipo no amiloide. 444°

Asimismo, se estudié el efecto de estos iones en el plegado de las proteinas y en el
proceso de desnaturalizacion térmica. Las proteinas fueron tituladas con diferentes
concentraciones de cobre a 37 °C y su espectro de Dicroismo Circular (DC) fue obtenido en
la region del UV lejano (Figura 15). 444 Al ir adicionando cobre, se observa un decremento
en la intensidad de la sefial en 218 nm, indicativo de una pérdida en estructura secundaria f.
El efecto es mas pronunciado para la cristalina HyC, lo que demuestra una mayor sensibilidad
hacia el desplegamiento debido al cobre (Figura 15B), sequido de HyD (Figura 15A) y
finalmente HyS (Figura 15C).
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Figura 15. Efecto de los iones Cu?* sobre la estructura y el desplegamiento térmico de y-cristalinas.
Titulaciones de HyD (A), HyC (B) y HyS (C) (2 uM) en ausencia o con diferentes equivalentes de Cu?*, medidas
por DC a 37 °C. Desnaturalizacion térmica de HyD (D), HyC (E) y HyS (F) monitoreada por DC en presencia
de 0 a 5 equivalentes de Cu?*. Modificada de ref. 44.

La desnaturalizacion térmica de las tres proteinas a diferentes relaciones de
proteina:metal fue monitoreada por DC a 218 nm. HyD en ausencia de metal presenta una
curva sigmoidea con una T, alrededor de 82.91 + 0.3 °C, lo que es congruente con otros
reportes.!? Sin embargo, cuando la desnaturalizacion se llevd a cabo en presencia de 1
equivalente de cobre, la T, se desplazo casi cinco grados (78.06 + 0.28 °C), efecto que se
vio potenciado al ir agregando un mayor numero de equivalentes, ya que sufrid un
desplazamiento hasta un valor de 74.55 + 0.01 °C en presencia de 5 equivalentes de Cu?*, lo
que representa una disminucion total de ~ 8 °C (Figura 15D). 4445

Algo similar ocurre con las cristalinas HyC y HyS, aunque en diferente magnitud.
HyS posee una T,,, de 74.45 + 0.15 °C en ausencia de metal, la cual disminuye hasta 66.35 *
0.2 °C (disminucion de ~ 8 °C) al agregar 5 equivalentes de Cu®* (Figura 15F). A su vez,
HyC presenta una T;,, de 80.04 + 0.01 °C en ausencia de metal, pero ésta disminuye conforme
se van agregando varios equivalentes de Cu?*, hasta llegar a disminuir ~ 15 °C en presencia

de 5 equivalentes de Cu?*. Ademas, para esta cristalina HyC se observa un comportamiento
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bifasico (2 transiciones en presencia de 1 y 2 equivalentes de Cu?*), lo que sugiere que la
union de cobre a HyC impacta méas a uno de los dominios que al otro (Figura 15E). 4

El mismo analisis fue llevado a cabo para los dominios aislados C- y N-terminal de
cada una de las proteinas. Para las tres cristalinas, tanto el dominio C-terminal como el
dominio N-terminal fueron sensibles a la agregacion inducida por cobre. En la Figura 16 se
muestra el resultado obtenido para los dominios aislados de HyD, y un comportamiento
similar se present6 para HyC y HyS.
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Figura 16. Efecto de los iones Cu?* en la agregacion, estructura y el desplegamiento térmico de los
dominios aislados de la cristalina HyD. Ensayos de turbidez de los dominios aislados N- (A) y C-terminal
(B) de HyD en ausencia o presencia de diferentes equivalentes de Cu?*. Titulaciones de los dominios aislados
N- (C) y C-terminal (D) de HyD con diferentes equivalentes de cobre, medidas por DC. Desnaturalizacion
térmica de los dominios aislados N- (E) y C-terminal (F) de HyD en presencia de 0 a 5 equivalentes de Cu?*,
monitoreada por DC. Modificada de ref. 44.

26



Sorprendentemente, las titulaciones con diferentes equivalentes de cobre de los
dominios separados (monitoreada por DC a 20 °C), mostr6 que Unicamente los dominios N-
terminal son susceptibles a la pérdida de estructura secundaria inducida por cobre, mientras
que ningun efecto fue detectado para los dominios C-terminal (Figura 16C y 16D). Estos
resultados sugieren que la interaccion clave entre la proteina y los iones Cu?*, la cual causa
el desplegamiento de la estructura secundaria de las tres cristalinas, posiblemente se
encuentre en el dominio N-terminal de la proteina.44

El efecto de los iones cobre sobre la desnaturalizacion térmica de cada dominio
aislado también fue analizada. Se observé que los iones Cu?* afectan el proceso de
desnaturalizacion de ambos dominios, y curiosamente para HyD (Figura 16E y 16F) y HyC
el dominio C-terminal es el que presenta una mayor disminucion en la T,, al agregar 3
equivalentes de Cu?*, ~ 19 °C y ~ 20 °C para el dominio C-terminal de HyD y HyC,
respectivamente. Mientras que para HyS, el dominio N-terminal es el que presenta una mayor
disminucion en T,,, siendo de 66.35 °C en ausencia de cobre y de 35.22 °C con 3 equivalentes
de cobre (Tabla 2). 44

Tabla 2. Valores de T,,, en °C para los dominios aislados N- y C-terminal de HyD, HyC y HyS en presencia
de iones Cu?*. Tomada de ref. 44.

Equiv. HyD HyC HyS
Cu?*
N-terminal C-terminal N-terminal C-terminal N-terminal C-terminal

0 66.46 +0.40 73.85+0.40 72.14+055 7441+0.15 66.35+0.28 80.42 +1.00
1 56.47 +0.45 55.32+0.17 6295+094 57.79+1.30 34.96+0.10 80.05+1.30
2 5434+0.13 5489+0.07 5940+1.00 57.86+1.20 34.61+2.00 67.96 £ 0.95
3 53.07+0.06 54.78+0.11 56.04+3.20 5432+1.00 35.22+0.01 67.20+0.72
4 51.98+0.21 54.60+0.03 N.D. N.D. N.D. N.D.
5 51.07+£0.23 5453+0.25 N.D. N.D. N.D. N.D.

Mediante el andlisis anterior, concluyeron que uno de los mecanismos involucrados
en la agregacion de y-cristalinas inducida por cobre es la pérdida de estructura secundaria en
el dominio N-terminal, sin embargo, por medio de un analisis posterior, encontraron que

existen otros mecanismos que también contribuyen a este fendémeno. Estos mecanismos son:
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formacion de puente metalico ( metal-bridging, demostrado por experimentos de turbidez de
las cristalinas en presencia de cobre y adicionando EDTA) y formacién de puentes disulfuro
(demostrado por SDS-PAGE vy el uso del agente reductor B-mercaptoetanol). Con esto se
concluyd que los tres mecanismos estan presentes en la agregacion inducida por cobre de las
tres cristalinas, pero cada uno contribuye en diferente grado, siendo uno mas importante que
el otro dependiendo de la cristalina de la que se trate. 44

Por otro lado, Vincent M. Monnier y colaboradores,* reportan el papel que juegan
los residuos de cisteina en el proceso de agregacion de HyD inducida por iones Cu?*.
Mediante la construccion de mutantes tipo CXA (donde X es el nimero de residuo),
encontraron que la agregacion inducida por Cu?* se ve suprimida hasta un 50 y 80% para las
mutantes C109A y C111A, respectivamente. A diferencia de ello, las otras mutantes (C19A,
C33A y C42A) presentaron sensibilidad a la agregacion inducida por Cu?* en un grado

similar al de la proteina silvestre (Figura 17A 'y 17B).
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Figura 17. Importancia de los residuos de cisteina en la agregaciéon de HyD inducida por cobre.
Sensibilidad a la agregacion inducida por cobre de las diferentes mutantes simples (A) y mdltiples (B) de
residuos de cisteina de HyD. (C) Efecto de los iones cobre en la agregacion de la proteina HyD con grupos
glutation. Modificadas de ref. 46.

En el mismo trabajo,*® los autores reportan que la presencia de grupos glutation en
los residuos de cisteina abate el fendmeno de agregacion de HyD inducida por Cu?*, lo que
revela la importancia de la formacion de puentes disulfuro en el proceso de agregacion
inducida por Cu?* (Figura 17C).
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Al igual que el cobre, los iones Zn?* inducen la agregacion de HyD, pero no de HyC
ni de HyS. Sin embargo, la turbidez que genera la presencia de iones Zn?* es mucho menor
que en el caso de cobre, incluso hasta 10 equivalentes de Zn?* (Figura 18A). Ademas, los
agregados de HyD en presencia de 4 equivalentes de Zn?*, observados por microscopia

electrénica, presentan un tamafio menor que los inducidos por Cu?* (Figura 18B).4>47
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Figura 18. Efecto de agregacién de y-cristalinas inducida por zinc. Ensayos de turbidez de HyD en ausencia
y presencia de 10 equivalentes de iones divalentes (A) Imagenes de microscopia electrénica de los agregados
inducidos por Zn?* (B). Modificadas de ref. 45.

En comparacion con los iones Cu?*, la titulacion con iones Zn?* produjo un cambio
mucho menos evidente en la sefial de DC, ya que en presencia de 10 equivalentes de Zn?* la
pérdida de sefial a 218 nm fue aproximadamente de sélo el 10% (Figura 19A).
Conjuntamente, el proceso de desnaturalizacion térmica de HyD no se ve afectado por la
presencia de los iones Zn?* (Figura 19B), confirmando que estos iones inducen la agregacion

de esta proteina, pero no el desplegamiento de su estructura secundaria.*>4’

29



0 1+ * NoZn r
v So8} :
£ -50 > 'y
- 206l " 3eqZn
's.100 3 » 4eqZn
E E 04fF 4+ 5eqZn
5160 M
[T
-200| 0
-250 . . -0.2 R
210 220 230 240 250 50 60 70 80 90
Longitud de onda (nm) Temperatura (°C)
(A) (B)

Figura 19. Efecto de los iones Zn?* sobre la estructura y el desplegamiento térmico de HyD. Efecto de los
iones zinc en el plegamiento (A) y la desnaturalizacion térmica (B) de HyD. Modificadas de ref. 45.

Estos resultados sugieren que la interaccién y el (los) mecanismo(s) de induccién de
agregacion de HyD es (son) diferente(s) para Cu?* y Zn?*. En este sentido, recientemente el
grupo del Dr. Carlos Amero report6 la cinética de agregacion de HyD en presencia de cobre
y zinc.*® En dicho trabajo se analiz6 el comportamiento de las sefiales de turbidez de HyD a
37 °C en presencia de 1.5 equivalentes de metal durante 12 horas, en el caso de zinc se
observa una sefial que aumenta rapidamente, seguido de un descenso a tiempos prolongados
(Figura 20A), resultado de la formacién de complejos de alto peso molecular que precipitan.
En cambio, el cobre presenta un comportamiento bifasico, con dos escenarios de incremento
en la turbidez, lo que indica que al menos dos procesos estan involucrados en la agregacion
(Figura 20B). Esto evidencia la diferencia en las vias de agregacion de HyD inducida por
Cu®"y Zn?,
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Figura 20. Ensayos de turbidez sobre el efecto de los iones zinc y cobre en la induccion de agregacion de
HyD a 37 °C, de manera dependiente del tiempo. Absorbencia a 405 nm (en funcién del tiempo) de HyD en
ausencia de metal (tridngulos negros) y en presencia de 1.5 equivalentes de Zn?* (A, rojo) y Cu?* (B, azul).
Modificadas de ref. 48.
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Mediante DLS (dispersion de luz dindmica) se obtuvo informacion similar que
confirmo el comportamiento observado mediante ensayos de turbidez. Ademas, mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), encontraron ciertas regiones que se ven afectadas en
presencia de cobre y zinc, y demostraron qué regiones son afectadas en mayor o menor
medida por la presencia de estos metales; los autores reportan que en el caso de zinc no hay
diferencias significativas (Figura 21A), en cambio, el cobre presenté un comportamiento
complejo, siendo las hebras An, Bn, Cn, En y Hn las que presentaron mayores diferencias, lo

que indica que el cobre promueve el desplegamiento de estas regiones (Figura 21B).

Dominio N-terminal

HyD + 1.5Cu S \\

Dominio C-terminal

Dominio N-terminal

Dominio C-terminal
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Figura 21. Cambios conformacionales de HyD inducidos por iones metalicos, determinados por RMN.
Cambios (con el tiempo) de la estructura de HyD (PDB ID: 1hk0), coloreado de azul oscuro (sin cambio) a rojo
(cambio), para (A) Zn?* y (B) Cu?*. Modificada de ref. 48.

Bajo esta misma linea de investigacion, en 2018 Quintanar et al.,*” mediante un
estudio de mutagénesis, demostraron que el residuo H22 en HyD (Figura 22A) es el principal
responsable de la agregacion inducida por Zn?*.47 En la Figura 22B, se puede observar la
ubicacion del residuo His22 en HyD.

A través de ensayos de turbidez, determinaron que la mutante H22Q de HyD es
insensible a la agregacion inducida por Zn?* (Figura 23D), a diferencia de lo encontrado en
la proteina silvestre (Figura 23A). Aunado es esto, se observd que en las mutantes HyC
C22H y HyS C26H si se observa el fenomeno de agregacion debido a la presencia de este
metal (Figura 23E y Figura 23F, respectivamente), lo que contrasta con lo encontrado en
las cristalinas de tipo silvestre, donde no existe el efecto de agregacion inducida por zinc

(Figura 23B y Figura 23C, respectivamente).*’
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HyD 1-- --- GKITL YEDRG FQGRH YECS S DHPNL QPYLS 30
(A)HyC 1-- --- GKITF YEDRA FQGRS YETT T DCPNL QPYFS 30
HyS 1GSKTGTKITF YEDKN FQGRR YDCDC DCADF HTYLS 35

(B)

Figura 22. Residuo His22 en HyD. (A) Alineamiento de secuencias de los primeros 30 aminoacidos de las
cristalinas HyC, HyD y HyS. Tomada de ref. 47. (B) Ubicacion del residuo His22 en HyD, PDB ID: 1hkO.
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Figura 23. Importancia del residuo His22 en la agregacion de HyD inducida por zinc. Ensayos de turbidez
de (A) HyD, (B) HyC, (C) HyS, (D) HyD H22Q, (E) HyC C22H, y (F) HyS C26H, en ausencia o presencia de
2,4, 6,8,y 10 equivalentes de Zn?* (amarillo a naranja). Modificada de ref. 47.
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En otro trabajo (en 2018) del grupo de Quintanar L.*° reporté el efecto de los iones
metalicos pesados como Cd?*, Pb?* y Hg?* en la estabilidad y agregacion de las cristalinas
HyC, HyD y HyS (Figura 24). Mediante ensayos de turbidez, encontraron que los iones Cd?*,
Pb?* no poseen un efecto evidente en ninguna de las tres cristalinas estudiadas, en cambio,
los iones Hg?* presentan un marcado efecto en la agregacion de las cristalinas HyC y HyS,

pero no para la cristalina HyD.*
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Figura 24. Efecto de los metales pesados en la induccion de agregacion de y-cristalinas. Ensayos de turbidez
de (A) HyD (B) HyC y (C) HyS en ausencia y presencia de 6 equivalentes de iones Cd?*, Pb?* y Hg?*. Modificada
de ref. 49.

De este modo, analizaron el efecto de los iones Hg?* sobre la estructura de HyC y
HyS. Para ambas proteinas, la presencia de mercurio disminuyo la intensidad de la sefial de
DC, de una manera dependiente de concentracion (Figura 25A y 25B), lo que demostro que
los iones Hg?* alteran la estructura secundaria de HyC y HyS, al promover el desplegamiento,
y asi causar el fendmeno de agregacion. Asimismo, analizaron la estabilidad de las cristalinas
HyC y HyS en presencia de diferentes equivalentes de Hg?*, mediante desnaturalizacion
térmica monitoreada por DC. Para HyS (Figura 25D), la T,, disminuyd gradualmente en
presencia de diferentes equivalentes, hasta llegar a 48 °C con 10 equivalentes de Hg?*. En
contraste, la desnaturalizacion térmica de HyC (Figura 25C) presentd un comportamiento
diferente; en presencia de 3 equivalentes de Hg?* la T,,, de HyC disminuyé de 80 a 43 °C, no
obstante, al agregar un mayor nimero de equivalentes, sorprendentemente, la T, volvio a

aumentar, hasta llegar a un valor de ~ 59 °C en presencia de 10 equivalentes de Hg?".4°
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Figura 25. Efecto de los iones Hg?* en la estructura y el desplegamiento térmico de HyC y HyS. Espectro
de DC y desnaturalizacion térmica de HyC (A y C, respectivamente) y HyS (B y D, respectivamente) en
presencia de diferentes equivalentes de iones Hg?*. Modificada de ref. 49.

Con base en toda esta informacion previa, en nuestro grupo de investigacion se
planted determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la estabilidad de las tres y-cristalinas
de humano (HyC, HyD y HyS), mediante estudios de desnaturalizacion térmica por
calorimetria diferencial de barrido (CDB) y el efecto de ciertos iones metalicos (Cu?*, Zn?*
y Hg?") en dicha estabilidad. Aunado a esto, mediante calorimetria de titulacion isotérmica
(CTI) se planted investigar sobre el mecanismo de interaccion entre las tres proteinas y los
iones metalicos, con el objetivo de comprender un poco mas sobre el proceso de agregacion
de y-cristalinas inducida por iones metalicos.

En este trabajo se describen los resultados obtenidos a partir del analisis mencionado,
los cuales son presentados de manera seccional dependiendo del metal involucrado, iniciando

con la informacion en ausencia de metal, seguido del cobre, zinc y mercurio.
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3 Hipotesis y Objetivos

3.1 Hipotesis

La estabilidad cinética de las y-cristalinas, determinada por CDB, serd muy grande y
congruente con el tiempo necesario para mantenerse en estado nativo durante toda la vida del
organismo y la interaccion con iones metalicos afectara dicha estabilidad al promover su

agregacion.

3.2 Objetivo general

Estudiar la estabilidad cinética de las cristalinas HyC, HyD y HyS, en ausencia y
presencia de iones metalicos Cu?*, Zn?** y Hg?*, asi como determinar las caracteristicas
termodinamicas de la union de estos iones a dichas proteinas, y encontrar posibles

explicaciones al mecanismo de unidn y de agregacion.

3.3 Objetivos especificos

e Determinar la estabilidad cinética de HyC, HyD y HyS.

e Determinar el efecto de iones metélicos Cu?*, Zn®*y Hg?* sobre la estabilidad cinética
de HyC, HyD y HyS, y caracterizar su interaccion.

e Determinar la estabilidad cinética de los dominios aislados C- y N-terminal de HyD.

e Determinar el efecto de iones metélicos Cu?*, Zn?*y Hg?* sobre la estabilidad cinética
de los dominios aislados C- y N-terminal de HyD, y caracterizar su interaccion.

e Evaluar el papel del residuo His22 de HyD en la union con iones metélicos Cu?*, Zn?*

y Hg?*, asi como en su estabilidad cinética y el mecanismo de agregacion.
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4 Metodologia

4.1 Expresion y purificacion de las proteinas

Las proteinas recombinantes HyC, HyD y HyS fueron expresadas y purificadas en el
laboratorio de la Dra. Liliana Quintanar Vera, del Departamento de Quimica del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAYV). La expresion de las proteinas se
llevé a cabo usando un plasmido pET16b (para HyC y HyD) y pET15b (para HyS) en la cepa
de E. coli BL21-RIL, y fueron purificadas por precipitacion con sulfato de amonio seguida
por cromatografia de exclusion por tamario. Posteriormente las fracciones colectadas fueron
analizadas por SDS-PAGE para verificar su pureza. La metodologia completa utilizada se
encuentra reportada.*>4749

La concentracion de la proteina fue determinada con un espectrofotémetro Cary-50
(Varian), a 280 nm y determinada mediante la ley de Beer-Lambert:

A =¢lc

Donde A es la absorbencia, € es el coeficiente de extincion molar, [ es el paso 6ptico
(ancho de la celda utilizada) y ¢ es la concentracién de la muestra. Con los siguientes
coeficientes de extincion molar: ¢ = 41 cm™* mM~! para HyC, HyD, HyS y HyD H22Q, y
£ = 21.6y20.6cm~tmM~1 para los dominios aislados C- y N-terminal de HyD,

respectivamente.

4.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)

Los experimentos de CDB (calorimetria diferencial de barrido) fueron realizados con
un calorimetro capilar VP-DSC (Microcal, Malvern, U.K).

La proteina fue utilizada a una concentracion de 0.4 mg/mL, en el amortiguador
MOPS (&cido 3-(N-morfolino) propanosulfonico, 20 mM) con NaCl (50 mM) a pH 7. Las
proteinas HyC, HyD y HyS, HyD H22Q y los dominios aislados C- y N-terminal de HyD

fueron medidas a diferente velocidad de barrido, de 0.5 a 3 °C/min en ausencia o presencia
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de iones metalicos. Para todas las proteinas, la irreversibilidad del proceso fue corroborada,
es decir, se comprobd la ausencia de sefial al recalentar la misma muestra después de volver
a las condiciones iniciales de temperatura. Asimismo, para todas las muestras analizadas se
observé una dependencia de la T, con respecto a la velocidad de barrido utilizada (Figura
26), lo que indica que el proceso de desnaturalizacion de estas proteinas esta bajo control

cinético.

Velocidad de barrido

2° barrido

Cp [cal/(mol-°C)]

Temperatura (°C)

Figura 26. Termograma de CDB obtenido para proteinas irreversibles y la dependencia de la Tm con
respecto a la velocidad de barrido.

De este modo, un modelo de dos estados irreversible fue aplicado para ajustar las
trazas calorimétricas.>® Para ello, primero se resté la linea base fisica (trazas amortiguador-
amortiguador) de las endotermas de la muestra, y el modelo de dos estados irreversible fue
aplicado a estas trazas, donde los parametros a ajustar fueron la E,.;, AH y T,,, asi como los
valores de la pendiente y ordenada al origen de las lineas base pre- y pos-transicién. A partir

de esto, se obtuvieron los valores de la estabilidad cinética (Eq;, t1/, Y T,) de las proteinas

en ausencia y presencia de metal; los graficos obtenidos se muestran en Apéndice A.
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Por otro lado, con fines de presentacion grafica, las trazas calorimetricas fueron
procesadas independientemente, donde la linea base quimica fue restada (ademas de la linea
base fisica), al unir las regiones de la proteina nativa con la desplegada, y el modelo fue
aplicado de manera representativa (fines visuales); los graficos se muestran en la seccién de

Resultados y Discusion.

4.2.1 Ajuste al modelo de dos estados irreversible

El modelo de dos estados irreversible asume que al aumentar la temperatura, la
proteina nativa (N) sufre una transicion conformacional hacia un estado final (F), el cual es
incapaz de plegarse nuevamente. La conversion cinética entre estos dos estados (N — F) es
descrita por una constante de velocidad de primer orden (k), la cual se asume que varia con

la temperatura de acuerdo con la ecuacion de Arrhenius:

Eqer (1 1
k= exp [‘T(?‘T—)]
m

Donde E,; es la energia de activacion (energia entre el estado nativo y el estado de
transicion), R es la constante de los gases, y T, es la temperatura que corresponde al maximo
de la transicion de desnaturalizacion y donde la k es igual a 1 min™.

Cada experimento individual de CDB fue ajustado a este modelo. A partir de ello, se
construyo el grafico de Arrhenius (In k vs 1/T, Figura 27), tomando valores de k donde se
presenta la transicion. De este modo, el valor de E,.; fue obtenido a partir de la pendiente
(m = [E4:/R]) del ajuste lineal de los datos obtenidos a diferente velocidad de barrido.

La extrapolacion a 37 °C permitid la estimacion del tiempo de vida media de cada
proteina a esta temperatura:

In2  0.693

t1/2= A = i
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Figura 27. Grafico de Arrhenius. Ajuste lineal de los puntos experimentales de CDB a diferente velocidad de
barrido y su extrapolacion a determinada temperatura (37 °C).

La capacidad calorifica aparente en el modelo de dos estados irreversible se da

mediante; 50-52

dxn
C;;lPP — C£RE + (C£OST _ C;;RE)(]. _XN) — AH - ( I )
Donde CJRE 'y CF95T son las lineas base pre- y pos-transicion, las cuales se toman

como funciones lineales respecto a la temperatura, y, es la fraccion mol del estado nativo y

, . -z . Y d .
AH es la entalpia de desnaturalizacion, es decir, de la transicion de N — F. yy y% siendo:

Eger - AT
= e |- e ()
dxn __ Eqct . ex (Eact ' AT) . ex [_ ex (Eact ' AT)]
ar ~ r-1z “PURT2 PImP\"R T2

Donde AT =T — Tp,.
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4.3 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (CTI)

Los experimentos de CTI fueron realizados en un microcalorimetro VP-ITC
(MicroCal, volumen de 1.42 mL en celda y de 300 pL en jeringa), en el amortiguador MOPS
20 mM con NaCl 50 mM a pH 7, a 25 °C. La solucion con proteina fue colocada en la celda
a una concentracion de 30 uM (a menos que se especifique otro valor), mientras que en la
jeringa se agrego la solucién con CuSOs, ZnSO4 y HgCl2 a una concentracion de 500 pM,
700 uM y 1 mM, respectivamente (Figura 28A). Para cada ligando y/o concentracion usada
se realiz6 un experimento de titulacion del ligando en ausencia de proteina para determinar
el calor de dilucion, valor que fue restado al experimento en presencia de la proteina. Para
todas las mediciones, se realizaron 30 titulaciones de 10 pL cada una, y el tiempo entre cada
titulacién fue ajustado dependiendo del sistema. En cada experimento la sefial resultante se
presenta como en la Figura 28B (panel superior), es decir se mide el calor absorbido o
liberado en cada titulacion respecto al tiempo; estos datos son integrados y se obtiene una

curva de energia versus relacién molar (panel inferior en la Figura 28B).
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Figura 28. Experimento de CTI tipico. (A) Disefio experimental de CTI de y-cristalinas con iones metalicos.
(B) Sefial tipica de un experimento de CTI.
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Mediante esta técnica se determiné la termodinamica de unién entre las cristalinas y
los iones metélicos. Dado que se desconoce el modo mediante el cual interaccionan, los datos
se ajustaron a diversos modelos utilizando el software Affinimeter®, estos modelos
pertenecen a las dos principales familias de modelos de unién: equilibrio estequiométrico
(ES) y de sitios independientes (SI). Brevemente, los modelos de equilibrio estequiométrico
estdn basados en constantes de equilibrio estequiométrico (0 macroscopicas), y son
tipicamente aplicadas a interacciones de estequiometria baja donde los diferentes sitios de
unién pueden acoplarse unos a otros. Por otro lado, los modelos de sitios independientes
estdn basados en constantes de equilibrio sitio especificas (o microscopicas), donde los
diferentes sitios de unién no interactdan entre si, aunque pueden ser agrupados en conjuntos
de sitios que tengan valores de afinidad y entalpia de interaccidn idénticos entre las especies
involucradas.®®

La eleccién del mejor modelo para cada sistema se realiz6 con base en los valores de

x?, valor que se encuentra determinado por la siguiente ecuacion:

exp

14
1IN0 (4Q™ — 4Q)?
X ==
2.

2
0

Donde p es ntimero total de puntos, 4Q;*" y AQ; es el calor liberado o absorbido por
mol de ligando agregado durante la inyeccion i, a partir de la isoterma al equilibro del
experimento y del modelo aplicado, respectivamente, y o; es la incertidumbre en cada punto.

La incertidumbre corresponde a la suma de tres principales contribuciones: (i) debido
al ruido en la sefial, determinado como el producto de su desviacién estandar en la regién de
la linea base multiplicado por la duracién de la perturbacion de la sefial al inyectar; (ii) la
aparicion de valores atipicos en la region perturbada, que es evaluada como la diferencia
entre el area obtenida por integracion numérica del pico experimental y el area
correspondiente a la integracion de una funcion matematica ajustada al mismo dato; y (iii) la
dispersion de puntos que constituyen la isoterma, estimada a partir de la diferencia entre la
interpolacion o extrapolacion (de funciones polindmicas de primer y segundo orden) de

grupos de tres o cuatro puntos secuenciales en la isoterma a la equilibrio. La incertidumbre
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total es determinada como la raiz cuadrada de la suma de cuadrados de todas las
contribuciones, lo que permite asignar incertidumbres a cada punto experimental.53

A partir de la ecuacion anterior, es claro que mientras mas bajo sea el valor de y?
mejor es el ajuste realizado. De este modo, en el presente trabajo se muestran los resultados
obtenidos con los modelos que mejor se ajustaron a los datos de cada sistema proteina/metal.
Se reportan los valores obtenidos de: constante de asociacion (K), la estequiometria (n),
cambio en entalpia (4AH), cambio en entropia (—T4S) y el cambio en energia libre de Gibbs
(4G), a partir de un ajuste global (con datos de al menos dos experimentos independientes)
en el caso de los iones cobre y zinc, y a partir de ajustes individuales con los datos en
presencia de mercurio (a excepcion del sistema HyD/Hg?*, donde se ajustaron globalmente

4 experimentos independientes).
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5 Resultados y Discusion

5.1 Estabilidad cinética de y-cristalinas

5.1.1 Estabilidad cinética de cristalinas HyC, HyD y HyS

Las cristalinas HyC, HyD y HyS fueron desnaturalizadas térmicamente mediante
calorimetria diferencial de barrido (CDB), en un intervalo de temperatura de 10 a 100 °C, en
el amortiguador MOPS 20 mM con NaCl 50 mM a pH 7, a una concentracion de 0.4 mg/mL
(19.3 uM). Las tres proteinas mostraron una sola transicion al aumentar la temperatura, con
valores de T, de 83.7,79.9y 73.2 °C para HyD, HyC y HyS (Figura 29A), respectivamente,

lo que indica una alta estabilidad térmica y es congruente con lo reportado.1:4445
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Figura 29. Desnaturalizacion térmica de HyC, HyD y HyS por CDB. (A) Termogramas de CDB (1.5
°C/min) de HyC, HyD y HyS y su ajuste representativo al modelo de dos estados irreversible. (B) Dependencia
de la T,,, de HyC, HyD y HyS con respecto a la velocidad de barrido (0.5-3 K/min.).

Las trazas fueron totalmente irreversibles (ausencia de sefial en el segundo
experimento o barrido de la misma muestra) y presentaron una dependencia de la T, con

respecto a la velocidad de barrido (~ 5 °C, de 0.5 a 3 °C/min), lo que indica que el proceso
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esta bajo control cinético. La dependencia de la T,,,con respecto a la velocidad de barrido se
hace evidente en la Figura 29B. Para las tres proteinas el efecto es claro, sin embargo, para
el caso de la HyD y HyS el corrimiento es mayor, con un aumento de ~ 5 °C (desde 0.5
°C/min a 3 °C/min), mientras que para HyC la diferencia entre le velocidad mas rapida y la

mas lenta es de ~ 3 °C.

k
Las trazas obtenidas fueron ajustadas a un modelo de dos estados irreversible: N — F
(ver Metodologia y Apéndice A),3L %952 donde N es el estado nativo, F es el estado final
(estado incapaz de plegarse nuevamente después de la desnaturalizacion) y k es la constante

de velocidad, la cual se asume es de primer orden y que varia con respecto a la temperatura

de acuerdo a la ecuacion de Arrhenius: k = exp [— — (% — i)]

El ajuste al modelo de dos estados irreversible fue realizado con base en lo detallado
en el trabajo de Rodriguez-Larrea et al.>® A partir de los datos de dicho ajuste se construyo
el grafico de Arrhenius para las tres proteinas (Figura 30), los cuales mostraron una excelente
concordancia entre los datos a diferente velocidad de barrido para cada una de las tres
cristalinas, con valores de coeficiente de determinacion (R?) de 0.9646, 0.9975 y 0.9907 para

HyC, HyD y HyS, respectivamente.

In (k/min'l)

HyC

-20

-25 T T g T T T T T T T Y
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1T (K

Figura 30. Gréfico de Arrhenius de y-cristalinas. HyC (negro), HyD (rojo) y HyS (azul), a partir de los datos
del ajuste al modelo de dos estados irreversible de las trazas a diferentes velocidades de barrido: 0.5 (m), 1 (e),
1.5(A),2(V),2.5(4)y3 (»)K/min. Los valores de R? fueron de 0.9646, 0.9975 y 0.9907 para HyC, HyD
y HyS, respectivamente.
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Los valores de energia de activacion (E,.;) fueron obtenidos a partir de la pendiente
(m = —[E.:/R]) del ajuste lineal de los graficos de Arrhenius, siendo de 124.5 + 3.9
kcal/mol para HyC, 89.5 + 0.4 kcal/mol para HyD y 75.0 + 1.0 kcal/mol para HyS (Tabla 3).

Posteriormente, para su analisis, el ajuste lineal fue extrapolado hasta el valor
equivalente a 37 °C (310.15 K), es decir, 0.003225 K™ (linea punteada en el grafico). De este
modo, el valor de la constante de velocidad (k) a 37 °C (310.15 K) fue obtenida para HyC,
HyD y HyS, siendo de 1.74 x 10!, 2.97 x 10°, 1.47 x 10® min™, respectivamente, y asi el
tiempo de vida media (t,,,) fue calculado para cada proteina (a 37 °C) mediante la siguiente

formula para una cinética de primer orden: ty, = In2/k = 0.693/k; dando valores

aproximados de 75 000, 450 y 1 afos, para HyC, HyD y HyS, respectivamente (Tabla 3).
Esto es congruente con la estabilidad requerida para encontrarse en estado nativo durante
toda la vida del individuo. Ya que HyC y HyD se expresan en etapas tempranas del desarrollo,
y por ende se encuentran en la region nuclear del lente, es de esperar que estas dos proteinas
posean un tiempo de vida media muy alto. Sin embargo, el valor obtenido para ambas
proteinas es mucho mayor al esperado, en especial para HyC. Aunque el ajuste de los datos
de HyC en el gréfico de Arrhenius no fue el mejor de las tres proteinas, las réplicas para HyC
(datos no mostrados) difirieron s6lo en el numero final obtenido, pero se mantuvo el orden
de 10* afios en su tiempo de vida media. Asimismo, los ajustes individuales de las trazas de
HyC se mantuvieron con valores del mismo orden, por lo que se puede afirmar que el tiempo
de vida media de esta proteina (en estas condiciones) supera los mil afios. Para el caso de la
HyD, su estabilidad cinética (y asi su tiempo de vida media) fue corroborado en otro medio,
en acetato de amonio 10 mM con NaCl a pH 6.6 (datos no mostrados), y se obtuvo un valor
de energia de activacion (E,.;) de 84.4 £ 0.8 kcal/mol y un tiempo de vida media =~ 160 afios.
Estos valores, son muy similares a los obtenidos en MOPS, ya que su E,; defiere en s6lo 5

kcal/mol y su t;,, es del mismo orden de magnitud (102 afios).

Por otro lado, los datos obtenidos a partir de las trazas calorimétricas de HyS dieron
un tiempo de vida media (a 37 °C) de tan solo un afio (gran diferencia con las otras dos
cristalinas), y esto es congruente con la expresion tardia en el desarrollo y con una ubicacién
en la corteza del lente, donde las células son mas jovenes que las nucleares y donde adn existe

algo de sintesis proteica.
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Aunque los valores de energia de activacion para estas tres cristalinas nos son muy
grandes (por ejemplo, TIM de Trypanosoma cruzi posee una energia de activacion de 193.5
kcal/mol) %1, las constantes de velocidad de desplegamiento para las tres proteinas son
relativamente pequefias a 37 °C (en especial para HyC). Esto debido a que la constante de
velocidad no sélo depende del valor de la energia de activacion sino que también depende de
la estabilidad térmica de las proteinas (T},), y asi de la temperatura a la cual se evalCe.

Como ejemplo tenemos dos casos (Figura 31), uno donde los valores de energia de
activacion son iguales pero la extrapolacion a 37 °C da diferentes valores de k; y el caso
contrario cuando diferentes energias de activacion dan el mismo valor de k en la

extrapolacion.

In k
Ink

T
T

1/37°C 1/37°C

/T 1/T

Figura 31. Ejemplos de la relacién entre la energia de activacion (Eact) y la constante de velocidad (k) a
37 °C.

El primer caso es representable en el gréfico de Arrhenius de las cristalinas HyD y
HyS, donde a pesar de tener un valor relativamente cercano en energia de activacion (89.5 y
75.0 kcal/mol, respectivamente, Tabla 3), su valor de k a 37 °C difiere por tres 6rdenes de
magnitud (Tabla 3, Figura 30). Por el contrario, el segundo caso es ejemplificado
comparando HyC y HyS, donde difieren en energia de activacion por aproximadamente 50
kcal/mol (mostrado por diferente pendiente), pero a una temperatura dada, en este caso ~
0.0028 K (~ 84 °C, Figura 30) tendran un valor igual donde las lineas rectas se crucen, y
asi su k (y su tiempo de vida media) sera igual. Sin embargo, al extrapolarse a una
temperatura de 37 °C los valores de k seran muy diferentes, y con ello su tiempo de vida

media tendra magnitudes demasiado distantes entre si.

e
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Estos resultados demuestran la alta estabilidad cinética que estas tres cristalinas tienen
para permanecer en estado nativo durante toda la vida del organismo en ausencia de
recambio. Sin embargo, durante el desarrollo del proyecto, un grupo de Estados Unidos
publicé un articulo en el cual determind la estabilidad cinética de HyD y HyS, y sus dominios
aislados.® En dicho articulo, los autores reportan el tiempo de vida media para cada muestra,
pero a diferencia de nuestro trabajo, ellos utilizaron desnaturalizacion quimica y la
monitorearon por fluorescencia. Ademas, ellos asumen que el proceso de desnaturalizacion
sigue un comportamiento de tres estados (a diferencia de nosotros donde todos los
experimentos se ajustaron a un modelo de dos estados), y sus resultados fueron determinados
a una temperatura de 18 °C, mientras que nuestros datos permitieron obtener valores a
temperatura fisiologica de 37 °C. A pesar de las diferencias en los andlisis de ambos trabajos,
los valores muestran una tendencia similar, en especial para los valores de vida media de las
proteinas completas. Para HyS, mediante ambos enfoques se obtuvo un tiempo de vida media
de aproximadamente 1 afio, mientras que para HyD el tiempo estimado fue mayor, siendo de

aproximadamente 19 afios lo reportado 3 y de ~ 450 afios en nuestro trabajo por CDB.

Tabla 3. Valores obtenidos a partir de los graficos de Arrhenius de HyC, HyD y HyS.*Velocidad de barrido
de 3 °C/min.

Eact (kcal/mol) k (min?) 37 °C ti2 (@fos) 37°C  Tm(°C) *
HyC ‘ 1245+3.9 1.74 x 10 ~ 75000 80.82
HyD ‘ 89.5 + 0.4 2.97 x 10° ~ 450 85.65
HyS ‘ 750+ 1.0 1.47 x 10°® ~1 74.61
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5.1.2 Estabilidad cinética de los dominios aislados C- y N-terminal de
HyD

La desnaturalizacion térmica de los dominios aislados C- y N-terminal de HyD
también fue analizada mediante CDB (Figura 32A). Del mismo modo que la proteina
silvestre HyD, los dominios presentaron un comportamiento monofasico (una sola
transicion), con valores de T,, en 73.5 y 60.3 °C (a 1.5 °C/min) para C- y N-terminal,
respectivamente, lo que es congruente con reportes previos.** Aunado a esto, las trazas de los
dominios aislados fueron irreversibles y el proceso present6 un control cinético, por lo que
su estabilidad cinética fue determinada (Figura 32B). Para el dominio N-terminal, se obtuvo
un valor de Ej, de 61.4 + 1.2 kcal/mol y un t; ,, a 37 °C de solo 2 dias; mientras que para el
dominio C-terminal la E,, fue de 97.8 + 1.3 kcal/mol y su t, ,, de aproximadamente 50 afios.

Lo que indica que el dominio N-terminal es el menos estable cinéticamente y esto es
congruente con lo reportado.®® Cabe destacar que a pesar de que el dominio C-ter tiene un
valor de E,.; mayor que el de la proteina completa (89.5 + 0.4 kcal/mol), posee un tiempo
de vida media 10 veces menor (50 afos HyD-CT vs ~ 450 afios HyD). Esta comparacion
sugiere que no sélo el C-terminal sirve como estabilizador del N-terminal en la proteina

silvestre, sino que hay reciprocidad entre dominios estabilizdndose mutuamente.
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Figura 32. Estabilidad cinética de los dominios aislados N- y C-terminal de HyD. (A) Termogramas de
CDB (1.5 °C/min) de HyD y sus dominios aislados C- y N-terminal, y su ajuste representativo al modelo de dos
estados irreversible. (B) Grafico de Arrhenius de HyD (negro) y sus dominios aislados C-terminal (rojo) y N-
terminal (azul), a partir de los datos del ajuste al modelo de dos estados irreversible de las trazas a diferentes
velocidades de barrido: 0.5 (m), 1 (e), 1.5 (A), 2 (V), 2.5 (<€) y 3 (») K/min. Los valores de R? fueron de
0.9975, 0.9897 y 0.9799 para HyD, HyD-CT y HyD-NT, respectivamente.
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Comparado con lo reportado por Mills-Henry I. A. et al., los valores en tiempo de
vida media para los dominios aislados de HyD son similares para ambos casos.® El dominio
C-terminal muestra un valor del orden de afios (~ 15 por fluorescencia y ~ 50 por CDB),
mientras que el dominio N-terminal posee un valor 3 horas a 18 °C (fluorescencia) *® y de 2
diasa 37 °C (CDB). A pesar las diferencias experimentales en ambos enfoques, los resultados
son similares y se corrobora la mayor estabilidad cinética del dominio C-terminal. Ademas,
en ambos casos se sugiere un papel estabilizador de la region inter-dominio, dada la menor

estabilidad cinética (t,,,) de los dominios aislados cuando se compara con la proteina

completa.

5.1.3 Estabilidad cinética de la mutante HyD H22Q

Se ha reportado que el residuo H22 de HyD es el responsable de la agregacion
inducida por Zn?* en esta proteina, ya que la mutante HyD H22Q no presenta turbidez en
presencia de iones Zn?*.47 Ademas, es posible que este residuo también esté involucrado en
la interaccidn con cobre. Por ello para determinar el efecto que produce esta mutacién en la
estabilidad cinética de HyD se hicieron mediciones de CDB de esta mutante. Como se
observa en la Figura 33A, la mutacion H22Q afecta ligeramente a la traza de HyD, ya que
se observa un aumento de ~ 2 °C en su T,,, pero presenta un comportamiento similar a la
proteina silvestre (HyD WT, wild type). Del mismo modo que HyD WT, la estabilidad
cinética de la mutante HyD H22Q fue determinada (irreversibilidad y control cinético en la
desnaturalizacion).

El valor obtenido para la E,; de esta mutante fue idéntico al de la WT (Figura 33B),
siendo de 89.6 £ 0.7 kcal/mol (HyD WT de 89.5 + 0.4 kcal/mol). Ademas, el tiempo de vida
media estimado para la mutante fue cercano a la WT, con un valor de 740 afios para la
mutante y 444 afios para la WT (Tabla 4). Esta desigualdad puede ser atribuida a la ligera
diferencia (1.5 °C) entre ambos valores de T, 83.6 y 85.1 °C (a 1.5 °C/min) para la WT y

mutante, respectivamente (Figura 33A).
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Figura 33. Estabilidad cinética de HyD WT y HyD H22Q. (A) Comparacion de los termogramas de CDB
(1.5 °C/min) de la cristalina HyD WT y de la mutante HyD H22Q, y su ajuste representativo al modelo de dos
estados irreversible. (B) Gréafico de Arrhenius de HyD WT (negro) y HyD H22Q (rojo), a partir de los datos del
ajuste al modelo de dos estados irreversible de las trazas a diferentes velocidades de barrido: 0.5 (m), 1 (e), 1.5
(A),2(V),2.5(<) y3 (»)K/min. Los valores de R? fueron de 0.9975 y 0.9967, para HyD WT y HyD H22Q,
respectivamente.

Tabla 4. Valores obtenidos a partir de los gréaficos de Arrhenius de HyC, HyS, HyD, HyD C-terminal (HyD-
CT), HyD N-terminal (HyD-NT) y HyD H22Q. *Velocidad de barrido de 3 °C/min.

Eact (kcal/mol) k (min?) 37 °C t12 (dias) 37 °C Tm(°C) *
HyC 1245+ 3.9 1.74 x 101 2.8 x 107 80.82
HyS 75.0x10 1.47 x 10°® 3.3 x10? 74.61
HyD 89.5+0.4 2.97 x 10° 1.6 x 10° 85.65
HyD-CT 97.8+13 2.55 x 108 1.9 x 10 75.39
HyD-NT 61.4+12 2.33 x 10" 2 63.74
HyD H22Q 89.6 £ 0.7 1.78 x 10° 2.7 x10° 86.91
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5.2 Efecto de los iones Cu?* sobre la estabilidad cinética de -
cristalinas y su interaccién

5.2.1 Efecto de los iones Cu?* sobre la estabilidad cinética de HyD y sus
dominios aislados, y su interaccion

En 2016, Quintanar L. et al. demostraron el fendmeno de agregacion de HyD inducida
por cobre y zinc, el cual es un efecto dependiente de concentracion y genera agregados del
tipo no amiloide de alto peso molecular, y ocurre a través de diferentes mecanismos (ej.
formacion de puentes disulfuro, desplegamiento de estructura secundaria, desestabilizacion
térmica, etc.).*> Con el objetivo de comprender mejor este fendmeno se decidié analizar, por
CDB, el proceso de desnaturalizacion térmica de HyD en presencia de diferentes equivalentes
de Cu?*. Los resultados se observan en la Figura 34A, donde se puede ver claramente que la
presencia de Cu?* altera su comportamiento al producir la aparicion de una nueva transicion
a menor temperatura, mientras que la sefial correspondiente a la proteina silvestre disminuye
hasta desaparecer completamente en presencia de 3 equivalentes de Cu?*, donde solo se
observé la nueva transicion a 71.9 °C. Esto contrasta con lo reportado por DC,* donde la
presencia de cualquier nimero de equivalentes de cobre genera una sola transicién. Sin
embargo, esta diferencia es atribuible a que cada técnica mide diferentes propiedades del
sistema. A pesar de ello, se mantiene una tendencia similar de disminucién en la T, al
aumentar la concentracion de cobre, siendo muy cercano cuando 3 equivalentes estan
presentes (concentracion a la cual una sola transicion es detectable por ambas técnicas) con
un valor reportado de 75.5 °C por DC, mientras que por CDB se obtiene un valor de 73.4 °C
(a la misma velocidad de barrido, 3 °C/min, ver Tabla 5). De este modo, se determind la
estabilidad cinética de HyD en presencia de 3 equivalentes de Cu?*, la cual fue mucho menor
que en ausencia de este metal; ya que, aunque el valor de E,.; solo se redujo ~ 6.4 kcal/mol,

su t1,, paso de ~ 450 afios a solo ~ 1.5 afios, lo que significa una disminucion de poco mas

de 300 veces (Tabla 5 y Figura 34D). Esto aunado a que su T,,, decrecié alrededor de 12 °C

en presencia de 3 equivalentes de Cu?*, como es evidente en la Figura 34A.
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Figura 34. Estabilidad cinética de HyD y sus dominios aisladoes N- y C-terminal en presencia de cobre.
Termogramas de CDB (1.5 °C/min) de HyD (A) y sus dominios aislados C- (B) y N-terminal (C) en presencia
de diferentes equivalentes de cobre, con su ajuste representativo al modelo de dos estados irreversible. (D)
Gréfico de Arrhenius de HyD y sus dominios aislados C- y N-terminal en ausencia (negro, azul y verde,
respectivamente) y presencia de cobre (rojo, rosa y naranja, respectivamente), a partir de los datos del ajuste al
modelo de dos estados irreversible de las trazas a diferentes velocidades de barrido: 0.5 (m), 1 (e), 1.5 (A), 2
(V),2.5 (<€) y3 (™) K/min. Los valores de R? fueron de 0.9975, 0.9897 y 0.9799 para HyD, HyD-CT y HyD-
NT en ausencia de cobre, respectivamente, y de 0.9911, 0.9232 y 0.8707, para HyD, HyD-CT y HyD-NT en
presencia de cobre, respectivamente.
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El mismo anélisis se llevo a cabo para los dominios aislados C-terminal y N-terminal
de HyD; se realizaron mediciones de CDB de ambos dominios en presencia de diferentes
equivalentes de Cu?* (Figura 34B y 34C). El comportamiento de las trazas calorimétricas de
los dominios aislados de HyD fue diferente al de la proteina completa. Para el caso del
dominio C-terminal, en presencia de 1 equivalente de Cu®* se observan tres transiciones
aparentes (~ 50, ~ 62 y ~ 67 °C), aunque ninguna parece corresponder a la transicion del
dominio sin metal (contrario a lo observado en la proteina completa HyD con 1 equivalente
de Cu?"), las cuales disminuyen en intensidad cuando 2 equivalentes de Cu?* estan presentes,
mientras que en presencia de 3 equivalentes de Cu®* se logra observar una sola transicion a
61.9 °C (Figura 34B). Este valor es mayor al reportado por DC, donde la T,,, disminuye hasta
54.8 °C en presencia de 3 equivalentes de cobre; curiosamente a esa temperatura es donde se
observa otra transicion por CDB en presencia de 1y 2 equivalentes de cobre.* Una posible
explicacion a esta discrepancia puede ser la formacion de dimeros (puente metalico), donde
por DC al observar la estructura secundaria sélo se detecta la transicion en ~ 55 °C, mientras
que por CDB se detecta esta misma conformacion a relaciones bajas de proteina-metal, pero
la forma predominante a mayores concentraciones (3 equivalentes) es el dimero y s6lo ésta
se detecta. Esta hipotesis seria soportada con experimentos en presencia de EDTA, ya que se
ha observado que el mecanismo de formacion de puente metalico (metal-bridging) es uno de
los (varios) involucrados en el fendmeno de agregacion de cristalinas inducida por metales.**

Por otro lado, el termograma del dominio N-terminal en presencia de 1 equivalente
de Cu?* presenta un méaximo alrededor de los 60 °C (cercano a lo observado en ausencia de
metal) y un hombro a menor temperatura (~ 55 °C), mientras que en presencia de 2
equivalentes de Cu?* s6lo la transicion a menor temperatura es detectable. Sin embargo, en
presencia de 3 equivalentes de Cu?* la traza calorimétrica muestra un nuevo pico en
aproximadamente 40 °C, el cual desaparece en presencia de mas equivalentes de metal y
regresa al comportamiento observado con 2 equivalentes de Cu?* (Figura 34C). A diferencia
de lo observado con el dominio C-terminal, en el caso de HyD-NT los valores en T,
detectados por CDB son muy similares a los de DC, ya que en presencia de 2 equivalentes
se obtiene una T,,, de 57.1 °C (Tabla 5) por CDB, mientras que DC da un valor de 54.3 °C a

las mismas condiciones.**
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Tabla 5. Valores obtenidos a partir de los graficos de Arrhenius de HyD y sus dominios aislados C- (HyD-
CT) y N-terminal (HyD-NT) en ausencia y presencia de cobre. *Velocidad de barrido de 3 °C/min.

Eact tip (diaS) t1/2 sin Cu2+ Tm AT
(kealimo) — 37°C f o (OF (O
HyD 89.5+04 1.6 x 10° 85.65
~ 300 12.27
HyD:Cu?" 1:3 83.1+1.0 5.3 x 102 73.38
HyD-CT 97.8+1.3 1.9 x 10 75.39
=~ 3,800 11.81
HyD-CT:Cu?* 1:3 709+20 5 63.58
HyD-NT 61.4+1.2 2 63.74
~ 50 6.66
HyD-NT:Cu?" 1:2 315+1.6 0.04 57.08

Posteriormente, se determind la estabilidad cinética de los dominios aislados en
presencia de 3 y 2 equivalentes de Cu?* para C- y N-terminal, respectivamente. El grafico de
Arrhenius obtenido para el dominio C-terminal en presencia de 3 equivalentes de Cu?* dio
un valor de E,, de 70.9 + 2.0 kcal/mol y un t, , (37 °C) de solo 5 dias, lo que implica una
disminucion de mas de 25 kcal/mol en su energia de activacion (E,.;) y un dramatico
descenso en tiempo de vida media de casi 4,000 veces en presencia de Cu?* (Figura 34Dy
Tabla 5). Por el contrario, la presencia de 2 equivalentes de Cu?* en el dominio N-terminal
reduce el tiempo de vida media sélo 50 veces (de 2 dias a 1 hora), pero su E,; disminuyé
hasta cerca de la mitad (Figura 34D y Tabla 5). Esto indica que a pesar de que el dominio
N-terminal es el menos estable cinéticamente en condiciones nativas, es el que menor
disminucion en estabilidad muestra cuando iones Cu?" estan presentes, mientras que el
dominio C-terminal es el que mas se desestabiliza en presencia de Cu?*, incluso en mayor
medida que la proteina completa. Ademas, la T,,, del dominio N-terminal disminuyé menos
de 7 °C, mientras que en el dominio C-terminal y en la proteina completa su valor de T,
disminuyd alrededor de 12 °C.

Por otro lado, mediante el uso de calorimetria de titulacion isotérmica (CTI) se
pretendié averiguar el modo de interaccion entre HyD y los iones Cu?*. Debido a la
complejidad del estudio de metales mediante CTI, se busco el amortiguador que menor
interaccion mostrara con cobre, el cual fue MOPS (3-(N-morfolino) acido propanosulféonico).
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De igual modo se buscaron las condiciones adecuadas en concentracion, tiempo y volumen
de inyeccidn para evitar la sefial obtenida por el fendbmeno de agregacion.

Se realizaron mediciones de CTI de HyD (30 uM) con CuSOs (500 uM), con 30
titulaciones de 10 pL. Los datos de varios experimentos fueron procesados con el software
Affinimeter>® y diversos modelos de ajuste fueron aplicados. Para este sistema HyD/Cu?* dos
modelos ajustaron los datos de manera muy similar, uno de ellos fue de equilibrio
estequiométricoP + M < PM + M < PM,, donde P es la proteinay M es el metal; mientras
que el otro modelo fue de sitios independientes con un solo conjunto de sitios, el cual dio una
estequiometria (n) igual a 1.5 lo que indicaria que tres iones Cu?" interactiian con dos
moléculas de HyD (Figura 35A).

Las mismas condiciones en concentracion se mantuvieron para el analisis de la
interaccion entre los dominios aislados C- y N-terminal con Cu?*. Para el sistema HyD-
CT/Cu?* el mejor modelo que describio la interaccion fue el de sitios independientes con un
solo conjunto de sitios, con unan = 0.5, lo que indicaria que dos moléculas del dominio C-
terminal interaccionan con un ion Cu?* (Figura 35A). De manera similar, los resultados
obtenidos para el sistema HyD-NT/Cu?* sugieren que dos moléculas del dominio N-terminal
interaccionan con un ion Cu?*, pero en este caso el modelo que ajustd mejor los datos fue de
equilibrio estequiométrico 2P + M < P,M (Figura 35A). Cabe mencionar que en nuestro
analisis s6lo se muestran los mejores ajustes obtenidos, con el fin de obtener un acercamiento
sobre el posible mecanismo de interaccion (y asi de agregacion) de las y-cristalinas con
metales, ya que no se puede asegurar que los modelos sean correctos dado que faltaria
corroborar estos datos mediante el uso de alguna otra técnica. En este sentido, el grupo de la
Dra. Liliana Quintanar (de manera paralela) ha estudiado a HyD en presencia de cobre
mediante EPR (resonancia paramagnética de electron) y XAS (espectroscopia de absorcion
de rayos X), lo que ha dado como resultado la presencia de dos sefiales de Cu?*y una de Cu*
(comunicacion personal y ref. 44), lo que sugiere que el modelo de sitios independientes con
n = 1.5, al que se ajustaron los datos de CTI de HyD/ Cu?*, es el correcto. En contraste, los
datos termodinamicos (4G, AH y —TAS) obtenidos por CTI muestran que existe una mayor
semejanza entre los valores del sistema HyD/Cu?* adquiridos a partir del ajuste al modelo de
equilibrio estequiométrico P + M & PM + M < PM, y los datos termodinamicos de las

interacciones de cada dominio aislado con el metal (Figura 35B).
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Figura 35. Interaccién de HyD y sus dominios aislados con cobre. (A) Experimentos de CTI, y su
correspondiente ajuste, de HyD (negro) y sus dominios aislados C- (rojo) y N-terminal (azul) con cobre. (B)
Valores termodindmicos obtenidos de la interaccion de HyD y sus dominios aislados con cobre, ver Tabla C2
en Apéndice C. EE, Equilibrio estequiométrico (1, reaccion 1; 2, reaccidn 2); Sl, Sitios independientes.

Asi, los resultados globales obtenidos por CTI (HyD y sus dominios aislados con
Cu?") nos plantean dos posibles escenarios en la interaccién de HyD con cobre: en primer
lugar esta la posibilidad de que HyD interactiie con 3 iones Cu?*, donde cada dominio une a
un ion y otro ion (quiz4) se une en la region inter-dominio de la proteina completa; y por otro
lado, es probable que HyD interactte s6lo con dos iones cobre, uno en cada dominio.

De este modo, sabiendo que al menos dos iones Cu?* interaccionan con HyD y con lo
observado en CDB, podemos especular que, a pesar de que el dominio C-terminal es el mas
sensible a la desestabilizacion inducida por Cu?*, en la proteina completa el dominio N-
terminal es el que mas sufre desestabilizacion dada su mayor afinidad por este metal (K en
Tabla 6), ya que para el dominio N-terminal su constante de asociacion es del orden de 10°,

mientras que para el dominio C-terminal es de apenas 105> M ™1,

Tabla 6. Resultados obtenidos a partir del ajuste de los experimentos de CTIl de HyD y sus dominios aislados
HyD-CT y HyD-NT con cobre.

, Modelo 4
Sistema (Proteina:Metal) K (M%) AH (cal/mol)
HyD/Cuz | D108 '”depe”;'gmes =19 60+04x10t 7.7 +0.3 x 10°
HyD-CT/Cu? Siios |ndepen;|f nes(1=09) 9.3+0.3x10° -6.0 £ 0.04 x 103
HyD-NT/Cu?* 2P+ Mo M 2.1+0.1x 10° -8.1+0.2 x 10°
2:1
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5.2.2 Efecto de los iones Cu?* sobre la estabilidad cinética de HyD H22Q y
su interaccion

En 2018, Dominguez-Calva et al. demostraron que el residuo de histidina 22 en HyD
es el principal responsable de la agregacion inducida por iones Zn?*.47 Con base en lo
anterior, se pretendi6 analizar si este residuo también juega un papel en la agregacion de HyD
inducida por Cu?*, por ello se realizaron mediciones de CDB de la mutante HyD H22Q en
presencia de diferentes equivalentes de Cu?* (Figura 36A). A diferencia de lo observado con
la proteina silvestre HyD, esta mutante muestra una mayor resistencia al efecto
desestabilizador de iones Cu?*, ya que en presencia de 3 equivalentes de Cu?* la mutante
sigue presentando la transicion correspondiente a la conformacion sin metal (Figura 36B).

Sin embargo, al determinar la estabilidad cinética de la mutante HyD H22Q con 4
equivalentes de iones Cu?*, se observé que es menos estable que la proteina silvestre en
presencia de 3 equivalentes de Cu?*, ya que el grafico de Arrhenius (Figura 36C) dio una
energia de activacion (E,..) de 51.3 = 1.8 kcal/mol y un t, , (37 °C) de solo 6 dias (Tabla
7). Esto representa que, a pesar de que la mutante requiere de un mayor nimero de
equivalentes de cobre para desestabilizarse, se llega a un estado que es cinéticamente menos
estable que en la proteina silvestre. No obstante, las diferencias en T,,, debido a la presencia
de cobre son practicamente iguales en la proteina silvestre y la mutante, ya que en ambas la
T,, disminuye poco mas de 12 °C en presencia de cobre, 3 y 4 equivalentes para WT y H22Q,

respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Valores obtenidos a partir de los graficos de Arrhenius de HyD WT y HyD H22Q en ausencia y
presencia de cobre. *Velocidad de barrido de 3 °C/min.

Eact tie (dias) 4/, sin Cu®* Tm ATm
(kcal/mol) 37°C  fpconcuzt (OF "C)=*
HyD WT 89.5 + 0.4 1.6 x 10° 85.65
HYD \’1\{:(3”2+ 83.1+10 5.3 x 102 - 73.38 2
HyD H22Q 89.6+ 0.7 2.7 % 10° 86.91
HyD H12_23Q:CUZ+ 51.3+1.8 6 ~ A0 7431 120
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Figura 36. Estabilidad cinética de HyD H22Q en presencia de cobre, y su interaccion. (A) Termogramas
de CDB (1.5 °C/min) de HyD H22Q en presencia de diferentes equivalentes de cobre, con su ajuste
representativo al modelo de dos estados irreversible. (B) Comparacién de los termogramas de CDB de HyD
WT y HyD H22Q en presencia de 3 y/0 4 equivalentes de cobre. (C) Gréfico de Arrhenius de HyD WT y HyD
H22Q en presencia de 3 y 4 equivalentes de cobre, respectivamente, a partir de los datos del ajuste al modelo
de dos estados irreversible de las trazas a diferentes velocidades de barrido: 0.5 (m), 1 (e), 1.5 (A),2(V), 2.5
(<€) y 3 (™) K/min. Los valores de R? fueron de 0.9911 y 0.9354 para HyD WT:Cu?* y HyD H22Q:Cu?,
respectivamente. (D) Experimento de CTI del sistema HyD H22Q/Cu?* (rojo), y su ajuste correspondiente,
comparado con el sistema HyD WT/Cu?* (negro). (E) Valores termodinamicos obtenidos de la interaccion de
HyD WT y HyD H22Q con cobre, ver Tabla C2 en Apéndice C. EE, Equilibrio estequiométrico (1, reaccion 1;
2, reaccion 2); Sl, Sitios independientes.

Para continuar con el andlisis del papel que juega el residuo His22 en la agregacion
de HyD inducida por cobre, se realizaron mediciones de CTI de la mutante HyD H22Q con
CuSOg4 (Figura 36D), donde el modelo que mejor se ajustd a los datos representa una
interaccion simple, es decir, un monémero de HyD H22Q interacciona con un ion de Cu?*.
Este resultado sugiere que el residuo His22 en la proteina silvestres interactda directamente
con un ion Cu?* (y quiza participe de manera indirecta con la unién de otro Cu?*, el cual se
especula se une a la regién inter-dominio). También se observo que la interaccion entre HyD
H22Q y cobre esta bajo control entropico (Figura 36E), lo que posiblemente involucre un
reacomodo en la estructura de la proteina que produce una mayor desestabilizacién en la
mutante (como lo indican los resultados de CDB), pero que la ausencia de un sitio de union
provoque gue se necesite de una mayor concentracion de cobre para alcanzar el estado final.

Ademas, el valor obtenido de la constante de union entre la mutante y el cobre es muy
cercano al observado con el sistema HyD-CT/Cu?* (9.3 x 10° versus 1.9 x 10° M para el
dominio C-terminal y la mutante, respectivamente, Tabla 6 y 8), lo que sugiere que la sefial
detectada en ambos sistemas representa la union del Cu?* en el mismo sitio. A pesar de que
en el dominio se indica la union de dos macromoléculas, mientras que en la mutante es sélo
una, puede deberse a la naturaleza de cada sistema, ya que en la mutante la presencia del
dominio N-terminal puede alterar dicha unién.

Tabla 8. Resultados obtenidos a partir del ajuste de los experimentos de CTI de HyD WT y HyD H22Q con
cobre.

. Modelo
K(M? AH (cal I
Sistema (Proteina:Metal) (M) (cal/mol)

HyD WT/Cwr | SO 'ndepenzqgmes (N=15)  60+04x10*  -7.7+03x10°
HyD H22Q/Cu® P+ 1"11‘1_’ PM 19+04x10°  -1.6+0.1x 10°
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5.2.3 Mecanismo de agregacién de HyD inducida por Cu?

Los resultados anteriores demostraron el efecto de los iones Cu?* sobre la estabilidad
cinética de la proteina HyD y sus dominios aislados, y el papel que lleva a cabo el residuo
His22 en la interaccion con dicho metal.

Aunado a esto, se identifico una gran similitud en lo obtenido por CDB entre la traza
calorimétrica de HyD con 3 equivalentes de Cu®" y el termograma del dominio aislado C-
terminal en ausencia de metal (Figura 37A). Esto sugiere que la presencia de 3 equivalentes
de Cu?" en HyD genera un intermediario parcialmente desplegado, es decir, el cobre
promueve el desplegamiento del dominio N-terminal mientras que el dominio C-terminal
permanece en estado nativo (Figura37C).

De igual modo, esta caracteristica fue observada en el experimento de CDB de HyD
H22Q en presencia de 4 equivalentes de iones Cu?*. Pero en este caso, el resultado fue
préacticamente idéntico a lo obtenido con el dominio aislado C-terminal en ausencia de cobre
(Figura 37B). La diferencia en T,,, fue menor a 1 °C, y tanto la forma como la intensidad de
la sefial fueron casi idénticas, asi como su estabilidad cinética (t,,, de 5y 6 dias para HyD
H22Q con 4 equivalentes de cobre y el dominio C-terminal sin metal, respectivamente).
Ademas, considerando los datos obtenidos de CTI, donde se obtuvieron resultados
semejantes entre estas dos muestras, podemos deducir que el mecanismo de agregacion de
HyD involucra un intermediario parcialmente plegado, y que el residuo His22 no participa
en dicho mecanismo, pero si interacciona con cobre y contribuye a la desestabilizacion de
HyD.
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Figura 37. El mecanismo de agregacion de HyD inducida por cobre involucra una especie parcialmente
plegada. (A) Termogramas de CDB de HyD y su dominio aislado C-terminal en ausencia y presencia de 3
equivalentes de cobre. (B) Termogramas de CDB de HyD H22Q y el dominio aislado C-terminal en ausencia y
presencia de 4 y 3 equivalentes de cobre, respectivamente. (C) Posible mecanismo de agregacion de HyD
inducida por cobre a través de la presencia de intermediarios parcialmente plegados, modificada de ref. 54.
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5.2.4 Efecto de los iones Cu?* sobre la estabilidad cinética de HyC y HyS, y
su interaccion

Del mismo modo que con HyD, se determiné el efecto de los iones Cu?* sobre la
estabilidad de las cristalinas HyC y HyS. Para ello se realizaron mediciones de CDB de HyC
y HyS en presencia de diferentes equivalentes de cobre. En presencia de 1 equivalente de
cobre, HyC presenta dos transiciones, una correspondiente a la proteina nativa, y una a menor
temperatura alrededor de 68 °C, en cambio, en presencia de 2 equivalentes se observan 3
posibles transiciones, mientras que con 3 equivalentes solo se detecta una, la cual fue
intensificada en presencia de 4 equivalentes de cobre (Figura 38A). Por otro lado, la
presencia de iones Cu?* afecté totalmente el proceso de desnaturalizacion de HyS, incluso en
presencia de un solo equivalente de cobre. Sin embargo, no fue hasta que se agregaron 4
equivalentes de cobre donde se pudo observar s6lo una transicion bien definida (Figura
38B).

En ambos casos (al igual que con HyD) los valores de T, obtenidos por CDB en
presencia de 4 equivalentes de cobre son muy similares a los obtenidos por DC* (Figura
38C). Para HyC, la T;,, detectada por DC fue de 66.1 °C, mientras que por CDB el valor llego
a62.5. A suvez, los valores de T,,, de HyS en presencia de 4 equivalentes de cobre difirieron
en menos de 1 °C, siendo 66.4 °C por DC vs 67.3 °C por CDB. Asimismo, el comportamiento
observado por ambas técnicas fue muy parecido para cada una de las estas dos cristalinas,
con una sefial bifasica para HyC con 1 y 2 equivalentes de iones Cu?*, y HyS presentando

una sola transicién (aparentemente) a cualquier concentracién de cobre.**
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Figura 38. Estabilidad cinética de y-cristalinas en presencia de cobre. Termogramas de CDB (1.5 °C/min)
de HyC (A) y HyS (B) en presencia de diferentes equivalentes de cobre, con su ajuste representativo al modelo
de dos estados irreversible. (C) Dependencia de la T,, de HyC (circulo rojo), HyD (cuadrado negro) y HyS
(tridngulo azul) con respecto a la velocidad de barrido, en ausencia (simbolos llenos, em A) y presencia
(simbolos vacios, ooA) de cobre. Como referencia se muestra el valor obtenido por DC (ref. 45), graficado
como simbolo de estrella. (D) Gréafico de Arrhenius de HyC (negro), HyD (rojo) y HyS (azul) en ausencia
(simbolos llenos) y presencia (simbolos vacios) de cobre, a partir de los datos del ajuste al modelo de dos
estados irreversible de las trazas a diferentes velocidades de barrido: 0.5 (m), 1 (e), 1.5 (A),2(V¥),25(Q)y
3 (») K/min. Los valores de R? en ausencia de cobre fueron de 0.9646, 0.9975 y 0.9907 para HyC, HyD y HyS,
respectivamente, y en presencia de cobre de 0.9156, 0.9911 y 0.9943 para HyC, HyD y HyS, respectivamente.
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Posteriormente se determind la estabilidad cinética de HyC y HyS en presencia de 4
equivalentes de cobre. El gréfico de Arrhenius obtenido fue comparado con lo recabado
anteriormente para HyD y con los datos en ausencia de metal (Figura 38D). HyD y HyS
muestran una reduccion similar en su tiempo de vida media a 37 °C, de aproximadamente
300 veces, mientras que esta reduccion es acentuada en la estabilidad referida a HyC, donde
el tiempo de vida media pasa de miles de afos (= 75000 afios) a tan s6lo un dia (Figura 38D
y Tabla 9); lo que es preciso y coherente con su mayor sensibilidad a la agregacion inducida
por Cu?*. De igual modo, en las tres cristalinas se observa una disminucion en energia de
activacion (E,.;) siendo més claro en el caso de HyC con una disminucion de casi el 50 %.
Asimismo, el valor de T,,, se vio afectado debido a la presencia de iones cobre (Figura 38C
y Tabla 9), siendo mayor la reduccion para HyC (~ 18 °C), seguido de HyD (~ 12 °C) y
finalmente HyS (~ 7 °C). En conclusidn, los iones Cu?* disminuyen la estabilidad cinética de

las tres cristalinas, aunque en diferente magnitud.

Tabla 9. Valores obtenidos a partir de los gréaficos de Arrhenius de HyC, HyD y HyS en ausencia y presencia
de cobre. *Velocidad de barrido de 3 °C/min.

Eact tie (dias)  ty,, sin Cu?* T ATn
(kcaI/mOI) 37°C tl/Z con Cu?+ (OC) * (OC) *
HyC 1245+ 3.9 2.8 x 10’ 80.82
~ 21,000,000 18.28
HyC:Cu?* 1:4 62.7+2.5 1.3 62.54
HyD 89.5+04 1.6 x 10° 85.65
~ 300 12.27
HyD:Cu? 1:3 83.1+£1.0 5.3 x 102 73.38
HyS 75.0+£1.0 3.3 x10? 74.61
~ 300 7.31
HyS:Cu®* 1:4 51405 11 67.30

Por otro lado, se analiz6 la interaccion de HyC y HyS con cobre mediante
experimentos de CTI. Para ambos casos la sefial fue muy débil (similar al sistema HyD/
Cu?"), siendo incluso de menor intensidad para HyC. El mejor modelo que describio los datos
de HyC fue de equilibrio estequiométrico de interaccion simple, donde una molécula de HyC
interacciona con un ion Cu?* (Figura 39A), sin embargo, la poca intensidad de las sefiales

gener0 una gran dispersion de los datos, por lo que el error es mucho mas grande que en los
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demas sistemas Y asi el ajuste puede ser erréneo. Para HyS la interaccion es mejor descrita
por un modelo estequiométrico en el cual dos macromoléculas de HyS se unen a un ion de
Cu?*, donde ambas macromoléculas se unen de manera directa y con la misma afinidad
(Figura 39A y Tabla 10). Ademas, es claro que, a diferencia de lo observado con HyD
donde la interaccion estaba controlada entalpicamente, en el caso de HyC y HyS la
interaccion con cobre esta bajo un control entrépico (Figura 39B), ya que al unirse los iones
cobre la entropia del sistema aumenta (—TA4S, negativo). Esto sugiere que existe una mayor
pérdida estructural al unirse el metal a estas cristalinas, y es posible que este desplegamiento

parcial conlleve al estado final de agregacion.
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Figura 39. Interaccion de y-cristalinas con cobre. (A) Experimentos de CTlI, y su correspondiente ajuste de
HyC (negro), HyD (rojo) y HyS (azul) con cobre. (B) Valores termodindmicos obtenidos de la interaccion de
y-cristalinas con cobre, ver Tabla C2 en Apéndice C. EE, Equilibrio estequiométrico (1, reaccion 1; 2, reaccién
2); Sl, Sitios independientes.

Al comparar los resultados de CTI de estos dos sistemas HyC/ Cu?* y HyS/ Cu?*, con
los resultados previos de HyD (sus dominios aislados y la mutante H22Q) obtenemos datos
interesantes. El primero de ellos es que las tres cristalinas interaccionan de manera distinta
con iones Cu?*, a pesar de que las tres sufren del fendmeno de induccion de agregacion por
dicho metal. En segundo lugar se observa una gran similitud entre los datos obtenidos con la
mutante H22Q de HyD vy la cristalina HyC, en ambos conjuntos de datos de CTI con cobre el

mejor modelo que describe la union es el de interaccién simple 1:1, y el valor de la constante
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de union es casi idéntico (1.9 x 10° y 1.0 x 10° M para HyD H22Q/ Cu?* y HyC/ Cu?",
respectivamente), lo que sugiere que la principal diferencia en entre ambas cristalinas y el
grado de induccidén de agregacion es la presencia del residuo His22 en HyD. Esto es
congruente con la previa conclusion de que la union de Cu?*a la mutante H22Q y al dominio
C-terminal es muy parecida en términos de afinidad, a pesar de que en el dominio la unién
sea diferente (la naturaleza de estar aislado puede alterar la forma en la que une cobre).
Ademas, los datos de CDB sobre la estabilidad cinética de HyD H22Q, el dominio C-terminal
de HyD y HyC dan valores de tiempo de vida media del orden de dias (5, 6 y 1.5 dias;
respectivamente), lo que indicaria que el cobre genera la misma desestabilizacion en las tres
muestras, aunque quiza por mecanismos distintos (diferencias en E,.; Yy T,). Y finalmente
tenemos a HyS, que en presencia de Cu?* presenta un valor de tiempo de vida media (37 °C)
idéntico al de HyC (~ 1 dia), aunque los datos de CTI demuestran una cercania con lo
determinado para el dominio N-terminal de HyD, ya que es el mismo modelo que describe la
unién con cobre para ambos sistemas y los valores de K y AH son cercanos entre si. Sin
embargo, éstas son posibles explicaciones en cuanto al mecanismo de agregacion de HyC,
HyD y HyS inducida por cobre, lo cual necesita ser verificado por un analisis mas profundo
mediante experimentacion con los dominios aislados de HyC y HyS, y diversas mutantes
tales como HyD-NT H22Q, que servira para evaluar el papel del residuo de His22 en el
dominio aislado N-terminal de HyD en la interaccion con iones metalicos, y las mutantes
HyS C26H y HyC C22H, donde se adicionara un residuo de histidina en la posicion analoga
a HyD en las cristalinas HyS y HyC, que proporcionara informacion sobre el papel especifico

que juega este residuo en la induccion de agregacion de y-cristalinas.

Tabla 10. Resultados obtenidos a partir del ajuste de los experimentos de CTI de HyC y HyS con cobre.

, Modelo 4
Sistema (Proteina:Metal) K (M%) AH (cal/mol)
HyC/Cu® Pt 1\/11<1—> PM 1.0+0.1x 10° -4.0 £ 0.2 x 102
HyD/Cuz | SO '”depenzd_';”tes =19 60+04x10* 7.7 0.3 x 10°
HyS/Cu®* Pt MZT M 5.9+0.7 x 10° -5.9+0.1x10°
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Recientemente (Junio 2020), el grupo de Rachel W. Martin® reporté que HyS posee
un papel relevante como antioxidante en el lente. En dicho trabajo, los autores reportan que
existen dos sitios de unién en HyS para Cu?*, donde uno de estos sitios corresponde a una
region rica en cisteina (cysteine loop), responsable de la capacidad amortiguadora contra la
agregacion causada por dafio oxidativo.>> Mediante CTI determinaron la presencia de estos
dos sitios de union de cobre, lo que contrasta con nuestro resultado, donde encontramos que
los datos se ajustan mejor a un modelo de interaccion simple 1:1. Sin embargo, al comparar
ambos gréaficos de CTI (Figura 39 y Figura 40), es posible que en nuestro analisis no se
haya llegado a saturar el sistema, ya que ellos reportan el segundo sitio a una relacion molar
superior a 4, valor que fue el maximo en nuestro experimento. Por esto, sera necesario
corroborar la informacién utilizando una relacion molar mayor (6) para buscar la presencia

de esa nueva sefal.

':" [ T1 L)
3
,_,5_
E
M B
N’
= -10-
<

T T T T T
0 1 2 3 4 5 B
Relacion molar

Figura 40. Interaccion de HyS con cobre reportada. Dos sitios de unién a Cu?* fueron propuestos para HyS.
Modificada de ref. 55.
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5.3 Efecto de los iones Zn?* sobre la estabilidad cinética de y-
cristalinas y su interaccién

5.3.1 Efecto de los iones Zn?* sobre la estabilidad cinética de HyD y sus
dominios aislados, y su interaccion

En 2016, el grupo de Quintanar L.*®> demostré el efecto de agregacion de cristalinas
inducida por iones Cu?*y Zn?*. Sin embargo, el mecanismo es diferente dependiendo de la
proteina y el metal involucrado. En el caso de Zn?*, sélo induce la agregacion de la cristalina
HyD, y el efecto es menor que lo observado con Cu?*; ademas los iones zinc no afectan su
estructura ni el proceso de desnaturalizacion térmica. Con base en esto, mediante mediciones
de CDB, se busco determinar si los iones zinc alteran la estabilidad de la cristalina HyD
(Figura 41A) y de sus dominios aislados N- y C-terminal (Figura 41B).

Para las tres muestras los termogramas permanecieron practicamente sin cambio
alguno en presencia de hasta 5 equivalentes de metal. No obstante, en presencia de 10
equivalentes de Zn®* se observo una disminucion en la intensidad de la sefial, la cual fue
atribuida al fenémeno de agregacion que disminuye la cantidad de proteina disponible para
ser detectada. Con estos resultados comprobamos que los iones Zn?* no afectan el proceso
de desnaturalizacion de la proteina y, asi, no desestabilizan a HyD ni a sus dominios aislados.

Por otro lado, se investigd sobre el mecanismo de unién de Zn** a HyD mediante
experimentos de CTI. Para ello se mantuvieron las mismas condiciones utilizadas con cobre,
y solo la concentracion de la sal utilizada (ZnSO4) fue aumentada a 700 UM para obtener
mejores resultados.

A diferencia de lo observado con Cu?*, donde no se observé interaccion entre el
amortiguador y el metal, en el caso de los iones Zn?* si se detectd una interaccion entre este
metal y MOPS. Por ello, inicialmente, los datos del experimento en ausencia de proteina
fueron ajustados, y se determino que la unidn entre zinc y el amortiguador es una interaccion
simple 1:1 (Figura 41C). Los valores obtenidos para el sistema MOPS/ Zn?* fueron incluidos
en el ajuste de los datos con proteina, es decir, se tomd en consideracion la contribucién a la

isoterma de la union del metal tanto a la proteina como a las moléculas del amortiguador.
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Figura 41. Estabilidad cinética de HyD y sus dominios aislados N- y C-terminal en presencia de zinc, y
su interaccion. Termogramas de CDB (1.5 °C/min) de HyD (A) y sus dominios aislados C- y N-terminal (B)
en ausencia y presencia de zinc. (C) Experimento de CTI de HyD con Zn?* (rojo), y su correspondiente ajuste,
comparado con la interaccion de Zn** con MOPS (negro). (D) Experimentos de CTI de los dominios aislados

de HyD con zinc comparados con el experimento de Zn?*-MOPS.
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Para HyD, el mejor modelo que describio los datos fue de equilibrio estequiométrico
donde dos iones Zn?* interaccionan de manera secuencial con una molécula de HyD (Figura
41C). En comparacion con lo detectado con cobre, la interaccion de HyD con zinc difiere no
solo en la estequiometria, sino que también la sefial observada es de signo contrario, es decir,
la unién de HyD a iones Cu?* es un proceso exotérmico, mientras que la interaccion con iones
Zn?* presenta un comportamiento endotérmico (Tabla 6 y 11). Claramente esto comprueba
que el mecanismo de union a HyD, y asi el de induccién de agregacion, es diferente entre
ambos metales.

A pesar de lo sucedido con HyD, los resultados de los dominios aislados no
presentaron una unién clara, ya que la sefial detectada fue muy cercana a lo observado en
ausencia de proteina (Figura 41D), por lo que esto sugiere que no hay unién especifica con
los dominios por separado. Sin embargo, esto también puede deberse a que el medio y/o las
condiciones utilizadas no fueron las adecuadas para este metal, por lo que sera necesario
analizar estos sistemas en otras condiciones, por ejemplo un amortiguador diferente donde

se compruebe la nula interaccion con zinc.

Tabla 11. . Resultados obtenidos a partir del ajuste de los experimentos de CTI de MOPS y HyD con zinc.

Sistema (Pro':\eflicr):;l'ell\(/)letal) K (M1 AH (cal/mol)
MOPS/Zn?* B+ "1"1_’ EM 1.03+0.02x 10°  7.45+0.06 x 10°

BM o B+P+MoPM+MopM, 46X04x10°  87£001x10°

HyD/Zn?* )
1:2 6.6 +0.7 x 10° 5.1 +0.1 x 10
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5.3.2 Efecto de los iones Zn?* sobre la estabilidad cinética de HyD H22Q y
su interaccion

Se ha reportado que el residuo His22 es el principal responsable del efecto de
agregacion de HyD inducida por Zn?*.47 Ademas, en secciones anteriores hemos demostrado
que también juega un papel muy importante en la desestabilizacion, interaccion y agregacion
inducida por Cu?*. Por ello se decidié analizar, por CDB, el comportamiento de la mutante
H22Q de HyD en presencia de iones Zn?*. Contrario a lo esperado, se sigui6 observando una
disminucion en la intensidad de la sefial en presencia de 10 equivalentes de zinc, lo que
sugiere que esta mutante sigue presentando agregacion. Este resultado plantearia la idea que
el residuo His22 en HyD no es el unico responsable en la agregacion inducida por Zn?*
(Figura 42A).

Por otro lado, mediante mediciones de CT1 del sistema HyD H22Q/ Zn?*, se encontr6
una clara diferencia respecto al resultado de la proteina silvestre (Figura 42B). Para la
mutante, el mejor modelo que describe los datos es donde dos moléculas de HyD H22Q se
unen a un ion Zn?* de manera secuencial (Tabla 12). En ambos casos (WT y mutante) se
observé que la interaccidn con iones zinc esta bajo control entrépico (Figura 42C), y este
aumento en entropia puede estar producido por la ruptura de la interaccion entre el metal y
el amortiguador, ya que es necesaria para que el zinc pueda unirse a la proteina. La segunda
reaccion en la mutante corresponde a la unién de la segunda molécula de HyD H22Q al
complejo HyD H22Q/ Zn?** por lo que esta interaccion esta controlada entalpicamente y
conlleva a una disminucion en la entropia.

En conjunto, la informacion obtenida por CDB y CTI demuestra que el residuo His22
juega un papel muy importante en la interacciéon con zinc, y asi de la induccion de la
agregacion de HyD, pero que no es el tnico residuo involucrado en la uniéon (y muy
probablemente en la agregacion) de HyD con zinc. Ademas, considerando el resultado con
los dominios aislados y Zn?*, es posible que el otro residuo o residuos involucrados se

encuentren en cualquiera de los dos dominios 0 quizas esté en la region inter-dominio.
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Figura 42. Estabilidad cinética de HyD H22Q en presencia de zinc, y su interaccién. (A)Termogramas de
CDB (1.5 °C/min) de HyD H22Q en ausencia y presencia de 10 equivalentes de zinc. (B) Experimento de CTI
de HyD H22Q con Zn?* (azul), y su correspondiente ajuste, comparado con los sistemas HyD WT/Zn?* (rojo) y
Zn?*/MOPS (negro). (C) Valores termodinamicos obtenidos de la interacciéon de HyD WT y HyD H22Q con
zinc, ver Tabla C2 en Apéndice C. EE, Equilibrio estequiométrico (1, reaccion 1; 2, reaccion 2)

Tabla 12. . Resultados obtenidos a partir del ajuste de los experimentos de CTI de HyD WT y HyD H22Q con

zinc.
Modelo

Sistema , K (M1 AH (cal/mol

I (Proteina:Metal) (M) ( )
46+04x108 8.7+0.01x10°

HyD WT/Zn?* BM & B+P+Me PM+ Mo PM,
¥ n 1:2 6.6+07x105 5.1+0.1x10°
BM o BAP+MoPMAP o PM 2.6 +0.1 x 10°8 3.5+0.1 x 10*
o L d L d L 2

HyD H22Q/Zn 2:1 44+06x10* -42+0.2x10*
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5.3.3 Efecto de los iones Zn?* sobre la estabilidad cinética de HyC y HyS, y
su interaccion

Dado que se ha reportado que los iones Zn?* sdlo inducen la agregacion de HyD, %5 se
decidid corroborar que no existiera efecto en las otras dos cristalinas HyC y HyS. Para ambas
muestras los termogramas de CDB fueron idénticos en presencia de hasta 10 equivalentes de

Zn?* (Figura 43A). Esto corrobora que préacticamente no hay efecto de desestabilizacion y/o
agregacion en HyC y HyS en presencia de Zn?".
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Figura 43. Estabilidad cinética de HyC y HyS en presencia de zinc, y su interaccion. (A) Termogramas de
CDB (1.5 °C/min) de HyC (negro y rojo) y HyS (azul y rosa) en ausencia y presencia de zinc. (B) Experimentos
de CTI de HyC (rojo) y HyS (azul) con zinc comparados con el experimento de Zn?*-MOPS (negro).

Asimismo, los resultados de CTI para ambas cristalinas, sugieren que no hay
interaccion especifica entres estas proteinas y zinc (Figura 43B). Sin embargo, no se puede
descartar completamente que exista algun tipo de interaccion entre HyC y HyS con Zn?*, ya
que puede ser que las condiciones no sean las adecuadas para estos sistemas, 0 que

simplemente la union sea débil o inespecifica y que no pueda ser detectado por esta técnica.
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5.4 Efecto de los iones Hg?* sobre la estabilidad cinética de -
cristalinas y su interaccién

5.4.1 Efecto de los iones Hg?* sobre la estabilidad cinética de HyD y sus
dominios aislados, y su interaccion

Los iones zinc y cobre se encuentran normalmente en el organismo para el correcto
funcionamiento celular, pero un aumento en la concentracion genera efectos adversos y
puede provocar el desplegamiento y la agregacion de proteinas (entre otros efectos), como lo
observado en las y-cristalinas. Sin embargo, no sélo estos metales producen alteraciones en
la estructura de las proteinas, ya que se ha reportado que la presencia de metales pesados
puede generar el desplegamiento y la agregacion de las y-cristalinas. Se ha comprobado que
los iones Hg?* inducen la agregacion de HyC y HyS, y no de HyD,*® a diferencia de lo
observado con iones Zn?*.

Con base en lo reportado, se decidié determinar si los iones Hg?* afectan el proceso
de desnaturalizacion térmica de HyD, y asi su estructura y estabilidad cinética, a pesar de que
no induce la agregacion de esta cristalina. Para ello, se realizaron mediciones de CDB de
HyD en presencia de diferentes equivalentes de mercurio (Figura 44A) y, contrario a lo
esperado, este metal altera completamente los termogramas. En presencia de 1 equivalente
de Hg?* la transicion correspondiente a la proteina nativa disminuy6 en intensidad, mientras
gue un nuevo pico fue observado en aproximadamente 73 °C, el cual fue aumentando en
intensidad a mayor concentracion del metal, hasta que en presencia de 3 equivalentes de Hg?*
sOlo se detecta esta nueva transicion. Conforme se fue adicionando un mayor nimero de
equivalentes de Hg?* (4 y 10) el termograma resultante sufrié otras alteraciones en su forma
y su T,, (Figura 44A). De este modo, se determind la estabilidad cinética de HyD en
presencia de Hg?* en las condiciones donde una sola transicion (diferente a la nativa) es

observable, es decir, con 3 equivalentes de mercurio.
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Figura 44. Estabilidad cinética de HyD y sus dominios aislados N- y C-terminal en presencia de mercurio.
Termogramas de CDB (1.5 °C/min) de HyD (A) y sus dominios aislados C- (B) y N-terminal (C) en presencia
de diferentes equivalentes de mercurio, con su ajuste representativo al modelo de dos estados irreversible. (D)
Gréfico de Arrhenius de HyD y sus dominios aislados C- y N-terminal en ausencia (negro, azul y verde,
respectivamente) y presencia de mercurio (rojo, rosa y naranja, respectivamente), a partir de los datos del ajuste
al modelo de dos estados irreversible de las trazas a diferentes velocidades de barrido: 0.5 (m), 1 (e), 1.5 (A),
2 (V¥), 2.5 () y 3 (»)K/min. Los valores de R? fueron de 0.9975, 0.9897 y 0.9799 para HyD, HyD-CT y
HyD-NT en ausencia de mercurio, respectivamente, y de 0.9740, 0.9950 y 0.9354 para HyD, HyD-CT y HyD-
NT en presencia de mercurio, respectivamente.
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De manera sorprendente la estabilidad cinética de HyD en presencia de 3 equivalentes
de Hg?* fue mayor que en ausencia de metal, ya que el tiempo de vida media estimada a 37
°C fue un orden de magnitud mayor, pasando de ~ 450 afios hasta mas de ~ 3,000 afios; de
igual modo la E,.; se vio incrementada para esta nueva transicion, con un aumento de 28
kcal/mol (Tabla 13 y Figura 44D). Esto a pesar de existir una disminucion en la T, valor
que generalmente es considerado como parametro de estabilidad, lo que nos demuestra que
la aplicacion de dicho término no siempre es el mejor (o al menos no el Unico) al comparar
la estabilidad de dos proteinas.

Dado el inesperado resultado de la estabilizacion cinética de HyD inducida por Hg?*
se decidié averiguar un poco sobre el posible mecanismo de dicha estabilizacion, para ello,
mediante CDB, se analizaron sus dominios aislados C- (Figura 44B) y N-terminal (Figura
44C) en presencia de diferentes equivalentes de Hg?*. ElI dominio C-terminal se vio
ampliamente afectado por la presencia de un menor nimero de equivalentes que en la
proteina completa HyD. En presencia de 0.5 equivalentes de Hg?* la transicion
correspondiente al dominio sin metal desaparecié completamente, y una nueva transicion fue
detectada en ~ 57 °C, la cual increment6 en intensidad en presencia de 1 equivalente de Hg?*
(Figura 44B). Para el caso del dominio N-terminal el comportamiento fue distinto, ya que
en presencia de 1 equivalente de Hg?* el termograma fue semejante al de la muestra sin metal,
so6lo fue observado un corrimiento (~ 3 °C) de la T;,, hacia mayor temperatura, y la aparicion
de un pequefio pico alrededor de 50 °C. Esta nueva transicion fue la Unica detectable en
presencia de 2 equivalentes de Hg?*, ya que la sefial correspondiente al dominio sin metal
desaparecio completamente (Figura 44C). Al agregar un mayor nimero de equivalentes de
Hg?* el termograma sufrio alteraciones que modificaban el comportamiento de las trazas de
ambos dominios, pero dado que 1y 2 equivalentes de este metal (para C- y N-terminal,
respectivamente) es la concentracion a la cual se observa una solo transicion diferente a la
nativa, se mantuvieron estas condiciones para determinar la estabilidad cinética de los
dominios aislados en presencia de Hg?*. El grafico de Arrhenius resultante fue comparado
con los datos en ausencia de metal para ambos dominios y para la proteina completa (Figura
44D).

A diferencia de lo ocurrido con la proteina completa HyD, donde los iones Hg?*

estabilizaron cinéticamente a esta proteina, los dominios aislados sufrieron una
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desestabilizacién debido a la presencia de mercurio. Como se menciond anteriormente, el
dominio C-terminal es el que menor nimero de equivalentes necesita para la modificacion
de su comportamiento en CDB, aunado a esto, su tiempo de vida media (a 37 °C) en presencia
de 1 equivalente de Hg?* fue de solo 20 dias, esto a pesar de que su energia de activacion
(E,cc) aumento ligeramente (Tabla 13). Esta diferencia, respecto a la proteina completa,
puede deberse a un efecto antagdnico entre un aumento en la energia de activacion (E,.;) Y
una mayor disminucion de la T,,, (~ 17 °C), por lo que en este sistema, muy probablemente,
la disminucion en la temperatura de transicion impacte méas en la estabilidad que el ligero
incremento en el valor de E ;.

Por otro lado, el dominio N-terminal sufrié una clara desestabilizacion debido a la
presencia de 2 equivalentes de Hg?*, ya que todos sus parametros de estabilidad (E ., t; 2y
T,,) disminuyeron de manera considerable. Sin embargo, esta reduccion, respecto a las
muestras sin metal, fue menor que en el dominio C-terminal, ya que el tiempo de vida media
del dominio N-terminal disminuy6 ~ 100 veces, comparado a casi ~ 1,000 veces para el C-
terminal, asimismo el AT,,, del dominio N-terminal en ausencia y presencia de 2 equivalentes
de Hg?* fue menor, siendo de ~ 12 °C (Tabla 13).

Tabla 13. Valores obtenidos a partir de los graficos de Arrhenius de HyD y sus dominios aislados C- (HyD-
CT) y N-terminal (HyD-NT) en ausencia y presencia de mercurio. *Velocidad de barrido de 3 °C/min.

Eact ti (dias) t1/; sin Hg** Tm ATy
(kcal/mol) 37°C t1/2 con Hg?* (°C)* cC)*
HyD 89.5+0.4 1.6 x 10° 85.65
~0.13 8.10
HyD:Hg?* 1:3 1175+25 1.2 x 108 77.55
HyD-CT 97.8+1.3 1.9 x 10 75.39
~ 950 16.62
HyD-CT:Hg* 1:1 | 103.0+1.2 20 58.77
HyD-NT 61.4+1.2 2 63.74
~ 100 11.92
HyD-NT:Hg* 1:2 | 34.4+12 0.02 51.82
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Dados los resultados de CDB de HyD y sus dominios aislados en presencia de Hg?*,
se llevo a cabo el andlisis de la interaccion cristalina-mercurio mediante CTIl. De manera
similar al cobre, la sal de mercurio (HgCl2) mostro nula interaccion con el amortiguador
MOPS, contrario a lo observado con zinc. Se mantuvo la concentracion de proteina utilizada
previamente (30 uM), y la concentracion de HgCl» fue ajustada a 1 mM. Cabe destacar que
las sefiales obtenidas en CTI con mercurio fueron demasiado intensas, comparadas a lo visto
con zinc y cobre (ver Apéndice A), en consecuencia los datos presentaron un comportamiento
mas claro. Para el sistema HyD/ Hg?" el mejor modelo que describe esta interaccion es uno
de sitios independientes con n = 2.5, donde 5 iones Hg?* interaccionan con 2 moléculas de
HyD (Figura 45). A su vez, los datos para los dominios aislados dieron resultados semejantes
entre si, sugiriendo que ambos dominios unen 2 iones Hg?* pero de manera diferente,
concretamente el dominio C-terminal une dos iones Hg?* con la misma afinidad (Figura 45
y Tabla 14), mientras que el dominio N-terminal une dos iones Hg?* pero de manera

secuencial y con distinta afinidad (Figura 45 y Tabla 14).
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Figura 45. Interaccién de HyD y sus dominios aislados N- y C-terminal con mercurio. Experimentos de

CTI, y su correspondiente ajuste, de HyD (negro) y sus dominios aislados C- (rojo) y N-terminal (azul) con
mercurio.
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En conjunto, los resultados de CDB y CTI de HyD en presencia de Hg?" sugieren
diferentes caracteristicas, la primera de ellas es que la estabilizacidn cinética observada en
HyD requiere la presencia de ambos dominios de la proteina, lo que podria indicar que la
region inter-dominio es la responsable del fendmeno de estabilizacién inducida por mercurio.
De la misma forma, los datos de CT1 sugieren que de los 5 iones de Hg?* involucrados en la
uniéon con HyD, 4 se unen con los dominios de manera independiente (2 en cada dominio),
mientras que un ion Hg?* (posiblemente) se una a la region inter-dominio. Sin embargo estas

hipdtesis requeriran ser verificadas por otros estudios mas adelante.

Tabla 14. Resultados obtenidos a partir del ajuste de los experimentos de CTI de HyD y sus dominios
aislados HyD-CT y HyD-NT con mercurio.

, Modelo 4
Sistema (Proteina:Metal) K (M™% AH (cal/mol)

HyD/Hg* ies mdepenquy,emes (=25 1 6+004x10° -2.0 £ 0.003 x 10°*

—— . )
HyD-CT/Hg?* Sitios mdepef_dzlemes (n=2) 1.2+0.110° -3.2 +0.04 x 10
6.6 +1.110° -2.8+0.07 x 10

H/D-NT/Hee | DT Mo PM+ Mo PM,

v 9 1:2 6.2+ 1510 -1.4+0.1 x 10*

5.4.2 Efecto de los iones Hg?* sobre la estabilidad cinética de HyD H22Q 'y
su interaccion

En secciones anteriores hemos comprobado la importancia del residuo His22 de HyD
en la interaccién con los metales cobre y zinc, y por ende en el mecanismo de induccion de
agregacion, en congruencia con los datos reportados.*” Por esta razon se analiz6 si este
residuo también juega un papel importante en la interaccion de HyD con Hg?*, y asi en el
fendmeno de estabilizacion cinética observado. Se hizo el mismo analisis que con la proteina
silvestre, es decir, se realizaron mediciones de CDB de HyD H22Q en presencia de diferentes

equivalentes de Hg?* (Figura 46A).
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Figura 46. Estabilidad cinética de HyD H22Q en presencia de mercurio, y su interaccion. (A)
Termogramas de CDB (1.5 °C/min) de HyD H22Q en presencia de diferentes equivalentes de mercurio, con su
ajuste representativo al modelo de dos estados irreversible. (B) Grafico de Arrhenius de HyD WT (negro) y
HyD H22Q (rojo) en ausencia (simbolos llenos) y en presencia de 3 equivalentes de mercurio (simbolos vacios),
a partir de los datos del ajuste al modelo de dos estados irreversible de las trazas a diferentes velocidades de
barrido: 0.5 (m), 1 (e), 1.5 (A),2(V),2.5(4)y3 (») K/min. Los valores de R? en ausencia de metal fueron
de 0.9975 y 0.9967 para HyD WT y HyD H22Q, respectivamente, y de 0.9749 y 0.9598 para HyD WT:Hg?"y
HyD H22Q:Hg?*, respectivamente. (C) Experimento de CTI del sistema HyD H22Q/Hg?* (rojo), y su ajuste
correspondiente, en comparacion con lo obtenido con HyD WT/Hg?* (negro).
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En presencia de 1 equivalente de Hg?" una nueva transicion aparecié en
aproximadamente 74 °C, mientras que la sefial correspondiente a la proteina sin cobre
disminuyo en intensidad. Por el contrario, en presencia de 2, 3, 5 y 10 equivalentes de Hg?*
una sola transicion fue detectada, a una temperatura entre 74y 78 °C. Debido a lo observado
con la proteina HyD silvestre en presencia de 3 equivalentes de Hg?*, se mantuvieron estas
condiciones para analizar el comportamiento de la mutante frente al mercurio, y su efecto en
estabilidad cinética. Mientras que HyD WT mostr6 un incremento en su estabilidad cinética
debido a los iones Hg?*, la mutante H22Q presentd una desestabilizacion bajo las mismas
condiciones. La energia de activacion (E,.) de HyD H22Q con 3 equivalentes de Hg?*
disminuy6 mas de 13 kcal/mol, y su t;, a 37 °C se redujo mas de 150 veces, llegando a un
valor de aproximadamente 5 afios (Figura 46B). Sin embargo, esta mutante presentd un
menor AT, (~ 7 °C) debido a la presencia de mercurio con una T, de 80.07 °C (3 K/min)
versus la T, de la proteina silvestre con mercurio de 77.55 °C bajo las mismas condiciones,
lo que sugiere nuevamente que una T,, mayor no siempre indica que una proteina es mas

estable (al menos cinéticamente) que otra de menor T,, (Tabla 15).

Tabla 15. Valores obtenidos a partir de los graficos de Arrhenius de HyD WT y HyD H22Q en ausencia y
presencia de mercurio. *Velocidad de barrido de 3 °C/min

Eact ty (dias) t1/2 sin Hg** Tm ATn
(kcal/mol) 37°C t1/, con HgZ* ce* (O~
HyD WT 89.5+0.4 1.6 x 10° 85.65
~0.13 8.10
HyD WT:Hg* 1:3 1175+ 25 1.2 x 108 77.55
HyD H22Q 89.6 +0.7 2.7 x 10° 86.91
~170 6.84
HyD H22Q:Hg? 1:3 76.1+25 1.6 x 10° 80.07

De igual modo, el resultado de CTI del sistema HyD H22Q/ Hg?* evidentemente fue
diferente a lo presentado con la proteina silvestre (Figura 46C). En los datos de la mutante,
se observan dos transiciones claras que, ajustadas a un modelo de sitios independiente con
dos conjuntos de sitios, dan como resultado dos interacciones diferentes con mercurio. La
primera interaccion con una n = 1, y una afinidad mayor a la determinada para HyD WT/

Hg?*, mientras que la segunda interaccion dio una n = 3 y un valor menor en su constante
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de union (Tabla 16). Esto indica que la mutante HyD H22Q interacciona con 4 iones Hg?",
lo que sugiere que la His22 une un ion Hg?* en la proteina silvestre HyD.

En conjunto, los resultados demuestran que el residuo His22 en HyD juega un papel
importante en el fendmeno de estabilizacidn inducida por mercurio, y que interacciona de

manera directa con uno de los 5 iones Hg?* en HyD.

Tabla 16. Resultados obtenidos a partir del ajuste de los experimentos de CTI de HyD WT y HyD H22Q con
mercurio.

Sistema (Pmt'\:i‘r’]:?:\;etal) K (M) AH (cal/mol)
HyD wrHgs | o0 indepen;i:mes (N=25) 16+004x10° -2.0+0003x 10°
Sitios independientes 42+05x10" -3.0+0.02 x 10
HD H22Q/Hg™ (n:= 11;.22 =3 37+03x10° -2.0%0.02 x 10°

5.4.3 Efecto de los iones Hg?* sobre la estabilidad cinética de HyC y HYS, y
su interaccion

Como se menciono anteriormente, los iones Hg?" inducen la agregacion de HyC y
HyS, pero no de HyD.# Sin embargo, hemos demostrado que los iones Hg?* si afectan a la
proteina HyD, pero produciendo una estabilizacién. De este modo, se buscd determinar el
efecto de los iones Hg?* en la estabilidad cinética de HyC y HyS. En ambos casos, la presencia

de Hg?* afect6 el comportamiento de los termogramas de CDB (Figura 47A y 47B).
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Figura 47. Estabilidad cinética de HyC y HyS en presencia de mercurio. Termogramas de CDB (1.5
°C/min) de HyC (A) y HyS (B) en presencia de diferentes equivalentes de mercurio, COn Su ajuste representativo
al modelo de dos estados irreversible. Grafico de Arrhenius de HyC (C) y HyS (D) en ausencia (negro) y
presencia de mercurio (azul) y cobre (rojo), a partir de los datos del ajuste al modelo de dos estados irreversible
de las trazas a diferentes velocidades de barrido: 0.5 (m), 1 (e), 1.5 (A),2 (V¥),2.5 () y 3 (») K/min. Los
valores de R? fueron de 0.9646, 0.9156 y 0.8998 para HyC en ausencia de metal, con cobre y con mercurio,
respectivamente, y de 0.9907, 0.9943 y 0.9561 para HyS en ausencia de metal, con cobre y con mercurio,
respectivamente. Comparacion de los termogramas de CDB (1.5 °C/min) de HyC (E) y HyS (F) obtenidos en
presencia y ausencia de cobre y mercurio.

Para el caso de HyC (Figura 47A), en presencia de 1 equivalente de Hg?* la transicion
correspondiente a la proteina nativa disminuye en intensidad y un hombro aparece en
aproximadamente 65 °C, mientras que al estar presentes 2 equivalentes de este metal el
termograma muestra tres transiciones en ~ 59, ~ 65y ~ 77 °C; en cambio, con 3 equivalentes
de mercurio se observd una transicidn en aproximadamente 55 °C y un hombro en ~ 60 °C.
Ahora bien, la adicion de 4 equivalentes de iones Hg?* provocé que la traza calorimétrica
presentara un comportamiento extrafio, con un maximo cerca de 50 °C pero sin una forma
precisa. Finalmente, la presencia de 5 equivalentes de mercurio dio una sefial clara, con una
sola transicion bien definida en 55.6 °C, donde se observa un corrimiento hacia mayor
temperatura que en presencia de 4 equivalentes de Hg?*. Este comportamiento también fue
observado mediante DC, #° donde la T, disminuye en presencia de 1 a 3 equivalentes de
mercurio, y aumenta cuando 4 o mas equivalentes de iones Hg?* son adicionados.

Con los resultados obtenidos para HyC en presencia de diferentes equivalentes de
mercurio, se dispuso a determinar la estabilidad cinética de esta cristalina con 5 equivalentes
de Hg?*. El valor de E,, obtenido para HyC en estas condiciones fue de 63.8 + 2.8 kcal/mol,

mientras el t,,, a 37 °C fue de 0.8 dias. Evidentemente, los iones mercurio disminuyen la

estabilidad cinética de HyC, pero curiosamente los valores son cercanos a los determinados
para esta proteina cuando 4 equivalentes de cobre estan presentes. EI grafico de Arrhenius
obtenido en presencia de cobre y mercurio (4 y 5 equivalentes, respectivamente) son
practicamente iguales (Figura 47C), asimismo las trazas obtenidas son similares y con una
diferencia en T,, menor de 5 °C (Figura 47E), por ende todos los datos obtenidos en
estabilidad son muy parecidos, los cuales se muestran en la Tabla 17. En consecuencia, estos
valores sugieren que la presencia tanto de 4 equivalentes de cobre como de 5 equivalentes de

mercurio produce el mismo resultado final en HyC, aunque probablemente los mecanismos
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involucrados sean diferentes, ya que en concentraciones intermedias el comportamiento es
totalmente distinto para cada metal.

Para el caso de HyS, la presencia de 1 equivalente de Hg?* disminuye ligeramente la
intensidad de la transicidn correspondiente a la proteina nativa HyS, y un pequefio pico
aparece alrededor de 57 °C. Sin embargo, cuando 2 equivalentes de mercurio estan presentes
solo una nueva transicion es observada en 55.1 °C. No obstante, la presencia de 3
equivalentes de Hg?* se asemeja mas a lo detectado con 1 equivalente, con las mismas dos
transiciones aungue de diferente intensidad relativa. Finalmente, al agregar 4 equivalentes de
mercurio, una transicion estd presente en aproximadamente 40 °C (Figura 47B). De este
modo, se determiné la estabilidad cinética de HyS en presencia de 2 equivalentes de iones
Hg?* (ya que es la concentracion minima a la cual una nueva transiciéon —diferente a la
nativa— es detectada). El resultado obtenido demuestra que este metal disminuye la
estabilidad cinética de HyS; el valor de E,.; disminuye mas de 15 kcal/mol, mientras que su
tiempo de vida media a 37 °C pasa de un afio a ~ 10 horas. A diferencia de lo ocurrido con
HyC, donde al parecer el resultado final en presencia de Cu?*y Hg?* es el mismo, en HyS es
muy probable que esto no ocurra, ya que el grafico de Arrhenius en presencia de ambos
metales es diferente (Figura 47D); y a pesar de que obtengan valores relativamente cercanos
en estabilidad cinética (Tabla 17), los termogramas obtenidos son muy diferentes entre si

(en comportamiento y en T,,,, Figura 47F).

Tabla 17. Valores obtenidos a partir de los graficos de Arrhenius de HyC y HyS, en ausencia y presencia de
cobre y mercurio. *Velocidad de barrido de 3 °C/min.

Eact tu2 (dias) t1/2 sin M?** Tm ATm
(kcal/mol) 37°C t1,, con M?* (°C)* cC)*
HyC 1245+ 3.9 2.8 x 10’ - 80.82 -
HyC:Cu* 1:4 62.7+25 13 ~ 21,000,000 62.54 18.28
HyC:Hg* 1:5 63.8+2.38 0.8 ~ 35,000,000 58.64 22.18
HyS 75.0+10 3.3 x 102 - 74.61 -
HyS:Cu?* 1:4 51.4+05 11 ~ 300 67.30 7.31
HyS:Hg?* 1:2 59.8+1.7 0.4 ~ 800 59.57 15.04
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Para finalizar, la interaccion de HyC y HyS con Hg?* fue analizada por CTI.
Congruente con lo observado en el sistema HyD/Hg?*, la sefial con mercurio fue de mayor
intensidad que con cobre y zinc (ver apéndice A). Para HyC/Hg?*, el modelo de sitios
independiente con un solo conjunto de sitios dio el mejor ajuste para los datos de CT1 de este
sistema, dando una n = 4, lo que indica que cuatro iones Hg?" interaccionan con una
molécula de HyC, y todos con la misma afinidad y energia (Figura 48 y Tabla 18). Este
resultado es comparable con lo obtenido para la mutante HyD H22Q, donde el mismo ntimero
de iones (4) de mercurio interaccionan con la proteina, pero en la mutante de HyD existen
dos diferentes tipos de interaccién (3 iones se unen del mismo modo a la proteina mientras
que 1 se une de manera distinta). Al comparar los datos, se observa que la constante de unién
y la energia para la unidon de 3 iones mercurio a HyD H22Q es muy cercano a los valores
para la unién de mercurio a HyC, debido a que sus valores de K son del orden de 10> M~ 1y
su AH esta en el intervalo de —1.5 y—2 x 10* cal/mol. No obstante, parece que el
termograma de CTI de HyC/Hg?" presenta un punto de inflexion a una relacion molar de 1,
por lo que sera necesario determinar si otro tipo de interaccion esta presente en HyC/Hg* a
esa relacion molar (mediante un mayor nimero de titulacion a relaciones molares bajas), y

sea otro modelo el que mejor describa a este sistema.
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Figura 48. Interaccién de y-cristalinas con mercurio. Experimento de CTI del sistema HyC/Hg?* (negro) y
HyS/Hg?* (azul), y su ajuste correspondiente, en comparacién con lo obtenido con HyD/Hg?* (rojo).
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Por otro lado, la interaccion de HyS con Hg?* fue diferente a lo observado con las
otras dos cristalinas, ya que el modelo que mejor describio los datos fue uno de equilibrio
estequiométrico donde tres iones Hg?* interaccionan con una molécula de HyS, de manera
secuencial (Figura 48 y Tabla 18). Estos tres tipos de unién difieren en afinidad y energia,
y s6lo la unién del primer ion Hg?" es comparable con la union del primer ion Hg?* en la
mutante HyD H22Q (K del orden 107 y AH del orden 10*) pero no con HyD ni HyC.

Tabla 18. Resultados obtenidos a partir del ajuste de los experimentos de CTI de HyC y HyS con mercurio

. Modelo
Sistema (Proteina:Metal) K (M1 AH (cal/mol)
HyC/Hg* Stios mdepe;.d ;entes (=4 51+£03x10°  -15+0.01 x 10*
2.1+0.5x 107 -1.3+0.02 x 10*
HysiHge | D HM o PM+M o PM, + Mo PMs 13+06x10°  -64+03x10°
1:3
9.4+6.0x10* -1.6 £ 0.03 x 10*

Como se puede ver en la Figura 49 las interacciones de mercurio con las cristalinas
estan controladas entalpicamente, pero interesantemente en casi todas las interacciones su
entropia disminuye (—TAS positivo), lo que puede indicar que la union de iones mercurio
induce una compactacién en la estructura de las cristalinas, pero que sélo produce

estabilizacion cinética en la cristalina HyD.
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6 Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

En este trabajo se demostré la gran estabilidad cinética que poseen las tres y-
cristalinas del ser humano (HyD, HyC y HyS), con valores congruentes para permanecer en
estado nativo durante el tiempo necesario para cada una (tiempo de vida media,t; /, a 37 °C
en la escala de afios). Aunado a esto, la informacidn obtenida con los dominios aislados de
HyD, sugiere que existe un fendmeno de estabilizacion reciproca entre ambos dominios.

Del mismo modo, se demostro el efecto de los iones Cu?*, Zn** y Hg?"en dicha
estabilidad cinética, siendo el Cu?* y Hg?" los que alteran la estabilidad de las tres cristalinas,
pero de diferente modo y en distinta magnitud, mientras que Zn?* no la afecta.
Especificamente, HyC presentd un comportamiento muy similar tanto en presencia de Cu?
como de Hg**, como se puede ver en la Figura 50 (cuadrados, linea continua) los tres
parametros de estabilidad (Eqc, o Y t1/2) para HyC fueron casi idénticos en presencia de
cobre y mercurio, lo que sugiere que la estructura de la proteina se encuentra en el mismo
estado, y asi el mecanismo de agregacion para esta proteina puede ser el mismo con ambos
metales. Una tendencia similar se observo para HyS (Figura 50, triangulos, linea punteada),
sin embargo, las diferencias en los valores son mayores entre cada metal, lo que sugiere que
el mecanismo de agregacion de HyS posee algunas similitudes entre ambos metales. En
contraste, HyD presentd un comportamiento mas complejo (Figura 50, circulos, linea
discontinua), en presencia de cobre los tres parametros de estabilidad disminuyeron, mientras
que en presencia de mercurio Unicamente la T,, mostré una disminucion (en comparacion

con la T;,, en ausencia de metal) a la vez que la E,. Y el t; ,, aumentaron significativamente,

lo que indica que Hg?* induce una estabilizacion cinética en HyD.
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Figura 50. Estabilidad cinética de y-cristalinas en ausencia y presencia de cobre y mercurio. HyC
(cuadrados, linea continua), HyD (circulos, linea discontinua) y HyS (triangulos, linea punteada).

Ademas, los resultados obtenidos con los dominios aislados N- y C-terminal de HyD,
sugieren que la presencia de un intermediario parcialmente plegado es una posible via del
mecanismo de agregacion de HyD inducida por cobre.

Por otro lado, la interaccién evaluada mediante CTI mostré que la union entre estas
cristalinas y los tres iones metalicos es muy diferente, tanto en estequiometria, afinidad y
energia, y asi el mecanismo de desestabilizacion/estabilizacion y agregacion difiere entre
cada una. Para el caso de HyC y HyS, sélo fue posible observar interaccion con iones Cu?*y
Hg?* (Figura 51, panel de en medio e inferior, respectivamente) aunque con diferentes
caracteristicas fisicoquimicas.

Asimismo, el estudio de los dominios aislados N- y C-terminal de HyD, permiti6 una
explicacion mas detallada sobre como pueden estar interaccionando los iones metalicos con
esta proteina, donde un Cu?* se une a cada dominio y posiblemente un Cu?* interaccione con
la region inter-dominio (Figura 51, panel superior izquierdo), a su vez, la union de los dos
iones Zn?* requiere la presencia de ambos dominios ya que de manera aislada no se observa
una interaccion clara (Figura 51, panel superior central), y finalmente cada dominio une dos

de los cinco iones Hg?* que se unen a HyD (Figura 51, panel superior derecho).
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Figura 51. Interaccion de y-cristalinas con iones metalicos.

De igual modo, el analisis llevado a cabo con mutante HyD H22Q, evidencio de

manera precisa la importancia del residuo His22 en la interaccion con Cu?*, Zn** y Hg?*, y

iones metalicos (Figura 52).

oo
HN
L

asi de los mecanismos de agregacion y estabilizacién/desestabilizacion inducida por estos
NH

0
Figura 52. Papel del residuo His22 de HyD en la interaccion con iones metalicos implicados en agregacion.
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Los resultados, en conjunto, aportan importantes hallazgos en el campo de la quimica
bio-inorganica, especificamente en como es que ocurre la agregacion de las tres y-cristalinas
de humano inducida por metal, y asi comprender la relacién entre el desarrollo de cataratas

y la presencia/desregulacion de estos metales.

6.2 Perspectivas

Con los resultados obtenidos en este trabajo, 1o que resta por hacer, para comprender
el mecanismo de agregacion de estas tres cristalinas inducida por cobre, zinc y mercurio, es
completar el andlisis calorimétrico (CDB y CTI) de los dominios aislados de las cristalinas
HyC y HyS, asi como llevar a cabo el estudio de diferentes mutantes de las tres cristalinas
donde se cambien los posibles residuos que se encuentren involucrados en la unién con
metales. Ademas, los resultados obtenidos por el grupo de la Dra. Liliana Quintanar
determinados por EPR (Resonancia Paramagnética de electron), XAS (Espectroscopia de
absorcion de rayos X) y DC (dicroismo circular), en conjunto con nuestro datos obtenidos
por calorimetria (CDB y CTI) serviran para llevar a cabo una discusion generalizada de este
fenomeno de agregacion de y-cristalinas inducida por metal, y proponer una explicacion
general, y bien sustentada, sobre el mecanismo subyacente, y asi determinar las posibles vias

de estudio, en un futuro, de este problema.
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7 Apéndices

Apeéndice A. Figuras Suplementarias

Ajuste al modelo de dos estados irreversible de los termogramas de CDB
de las y-cristalinas
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Ajuste al modelo de dos estados irreversible de los termogramas de CDB

de las y-cristalinas en presencia de mercurio
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Apeéndice B. Ajuste al modelo doble de dos estados irreversible

Para el caso de las trazas de HyD en presencia de equivalentes de cobre donde se observan
dos transiciones, el modelo de dos estados irreversible no puede ser aplicado, sino que deben
considerarse ambas contribuciones de las dos especies presentes en la muestra.

Tomando como base el modelo de Lumry-Eyring, el modelo que mejor describe estas trazas

I

N/Cu* =—= p/Cu?*

€es:

N = ]

Donde N, D corresponden a los estados nativo y desplegado, respectivamente, de la proteina
sin Cu?* (transicion con T,,, mayor), mientras que N /Cu?*y D /Cu?" representan los estados
nativos y desplegado, respectivamente, de la proteina con Cu?* (transicion de menor T,).

Dado que las trazas calorimétricas presentan dos transiciones, la k_; (conversion entre
N/Cu?* - N) no es lo suficientemente grande como para que ocurra una conversion entre
especies en la escala de tiempo en la que ocurre la medicion. Y asumiendo que el estado final
es el mismo para ambas especies (agregacion), se puede aplicar un ajuste a un modelo doble

de dos estados irreversible:

N

%‘
k-l kl

F
N/ Cu2+/v

X
e
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La capacidad calorifica aparente en este modelo se da mediante:

d
477 = €L7%+ (G5O - €)1 = ) — b (G2

dTr
XN = Xat+ XB
A P p R- T‘r?ll
XB p p R - Trglz

dxn\ _ dxa d B)
AHy (d_T> = AH, (d_T> +AHp (d_T
dxa __ Eqctr . ex Eqeer - AT . exD | —ex Eqetr - AT
ar = R-12, “P\"R-TZ, PIm*P\"R-12

dxg __ Eqctz . ex Eqcez - AT _
dT R Trflz R TT%Z

Donde C;®E y CF95T son las lineas base pre y post transicion, las cuales se toman como
funciones lineales respecto a la temperatura, y, es la fraccibn mol del estado nativo
considerando ambas contribucion de la proteina sin (x,) y con Cu?* (yg), AHy es la entalpia
de desnaturalizacién del estado nativo AH, (transicion de N — F) y AHpg (transicion de
N/Cu?*t > F). E,. €s la energia de activacion entre el estado nativo y el estado de
transicion para la proteina sin Cu?*, siendo AT = T — T,,,;. Mientras que E,, €s la energia
de activacion entre el estado nativo con Cu?* y el estado de transicion de esta especie, siendo
AT =T — T,

Como se muestra en la Figura B1 el ajuste de las trazas de HyD en presencia de 0.5, 1y 2
equivalentes se ajustan muy bien a este nuevo modelo doble desarrollado. De igual modo,
los valores obtenidos de E,,.; ¥ T, (datos no mostrados) fueron congruentes con lo observado
en los ajuste al modelo de dos estados irreversible que fueron aplicados a los termogramas
donde una sola transicién fue observada (en ausencia y presencia de 3 equivalentes de cobre).

Sin embargo, sera necesario validar completamente este modelo en otras condiciones.
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Figura B 1. Ajuste al modelo doble de dos estados irreversible de las trazas calorimétricas de CDB de HyD en
presencia de 0.5, 1 y 2 equivalentes de cobre a una velocidad de barrido de 1.5 K/min.
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Apeéndice C. Tablas de resultados obtenidos por CDBy CTI

Tabla C 1. Estabilidad cinética para HyD, HyD-CT, HyD-NT, HyC, HyS y HyD H22Q en presencia y ausencia de iones metalicos. *Velocidad de barrido de 3

°C/min.
Eact Eact In (k/mint) k (min?) t12 (dias) t12 (afios)
(kJ/mol) (kcal/mol) 37°C 37°C 37°C 37°C Tm (°C)*
HyD 3744+£16 89.5+04 -19.63 2.97 x 10° 1.6 x 10° 443.66 85.65
HyD:Cu?* 1:3 3475+4.3 83.1+1.0 -13.91 9.09 x 10-7 5.3 x 102 1.45 73.38
HyD:Zn? Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
HyD:Hg?* 1:3 4916 £105 | 1175+25 -21.62 4,09 x 1010 1.2 x 108 3224.35 77.55
HyD-CT 409.2+54 97.8+1.3 -17.48 2.55 x 1078 1.9 x 10* 51.67 75.39
HyD-CT:Cu?* 1:3 296.8 £ 8.5 709 £2.0 -9.24 9.70 x 10° 5 0.01 63.58
HyD-CT:Zn?* Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
HyD-CT:Hg?* 1:1 431.1+5.0 103.0+1.2 -10.62 2.43 x 10° 20 0.05 58.77
HyD-NT 256.9 + 4.8 61.4+1.2 -8.37 2.33 x10* 2 0.01 63.74
HyD-NT:Cu?* 1:2 131.7+6.6 315+16 -4.37 1.27 x 10 0.04 0 57.08
HyD-NT:Zn?* Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
HyD-NT:Hg?* 1:2 1440+4.9 344+1.2 -3.51 2.98 x 102 0.02 0 51.82
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Continuacion Tabla C1.

Eact Eact In (k/mint) k (min1) t1/2 (dias) t1/2 (afios) T (°C) *
(kJ/mol) (kcal/mol) 37°C 37°C 37°C 37°C
HyC 521 +16.3 1245+ 3.9 -24.77 1.74 x 101 2.8 x 107 75681.98 80.82
HyC:Cu?* 1:4 262.2+10.4 62.7+ 2.5 -7.92 3.63 x10* 1.3 0 62.54
HyC:Zn? Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
HyC:Hg?* 1:5 266.8 + 11.6 63.8+2.8 -7.45 5.80 x 10 0.8 0 58.64
HyS 313.6£4.0 75.0+1.0 -13.43 1.47 x 10°® 3.3 x 102 0.9 74.61
HyS:Cu?* 1:4 2151 +21 51.4+0.5 -1.77 4.29 x 10 1.1 67.30
HyS:Zn?* Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
HyS:Hg?* 1:2 250.2+7.0 59.8+ 1.7 -6.61 1.35x 103 04 0 59.57
HyD H22Q 374.8+2.38 89.6 £ 0.7 -20.15 1.78 x 10° 2.7 x10° 740.29 86.91
HyD H22Q:Cu?* 1:4 2146+ 7.3 51.3+1.8 -9.50 7.48 x 107 6 0.02 74.31
HyD H22Q:Zn?** Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
HyD H22Q:Hg** 1:3 | 318.4+10.4 76.1+25 -14.98 3.12x 107 1.6 x 103 4.23 80.07
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Tabla C 2. Interaccién entre HyD, HyD-CT, HyD-NT, HyC, HyS y HyD H22Q con iones metalicos a 25 °C.

. Modelo 1 AH AG -TAS 2 Numero de
Sistema (Proteina:Metal) K (M7) (kcal /mol) (kcal/mol) (kcal/mol) « Experimentos

FS-M1A-MiA, 7.4+1.3x 105 -49+0.1 -8.0 3.1 48 4

1:2 3.9+ 1.1 x 10 -43+0.2 -6.3 -2.0 '

HyD/Cu?

Sitios independientes (n = 1.5) 6.0+04 x 10° 77403 65 19 33 4

23 0+0. 7+0. . . .
HyD-CT/Cuz | SHtios i”depe”;if”tes (M=05) | 93+03x10° | -6.0+0.04 8.1 21 123 3
HyD-NT/Cu? FS'Z'\_"fAl 2.1+0.1 % 10° -8.1+0.2 -12.7 -4.6 2.2 2
HyD H22Q/ Cu?* Fs'l'\_"llAl 1.9 +0.4 x 10° -16+0.1 -8.6 7.0 4.6 2
HyC/Cu?* Fs'l'\_"llAl 1.0+£0.1x10° | -0.4+0.02 -8.2 -7.8 3.7 2
HyS/Cu?* FS'Z'\_"fAl 50+07x10° | -59+0.1 1133 7.4 35 2
MOPS/Zn?* Fs'l'\_"llAl 1.03+0.02 x 10* | 7.45+0.06 -5.5 -12.9 2.1 2

o AB-FS-MiA-M1A, 46+0.4x108 | 87+0.01 -11.8 -20.5

HyD/Zn 1:2 6.6+0.7x10° | 505+05 7.9 58.4 16 2
HyD-CT/Zn** No interaccion - - - - - 2
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Continuacioén Tabla C2.

Sistema (Prot'\e/:'?]g?:&etal) K (M) (kc;:ﬁnol) (kc:I/?nol) (kc_;frﬁol) 4 Eyger?fr:@f&s
HyD-NT/Zn?* No interaccion - - - - - 2
womgse | ORAMA | gemiie | mi | e | e |u|
HyC/Zn?** No interaccion - - - - - 2
HyS/Zn? No interaccion - - - - - 2
HyD/Hgt | Sitios i”depe”;i:”tes (N=2.5) | 164+004x10° | -20.0+0.03 85 115 | 143 4
HyD-CT/Hgzt | S0 i”depefszie”tes (M=2) | 12401x10° | -320+04 83 237 11.8 1
T N et vy T T PO
o |10 qasteei [ goste [ | me
HyC/Hg?* Sitios i“depef:d;e”tes M= | 51403x10° | -150+01 7.8 7.2 4.0 1
PO T TV PSR It o I L D
: 94+60x10° | -16.0+0.3 6.8 9.2
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