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El cristalino encierra en su estructura citoldgica la
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INTRODUCCION



I. ANATOMIA DEL CRISTALINO

1. Anatomia macroscopica

El cristalino es una estructura en forma de lente biconvexa aplanada de delante

atras cuyas caracteristicas mas relevantes son:

- Transparencia.

- Falta de vasos y nervios.

- Crecimiento continuo toda la vida (Wistow y Piatigorsky 1987)".
- Plasticidad (capacidad de acomodacién).

El cristalino tiene la capacidad de enfocar en la retina los rayos luminosos que
provienen del exterior. Su morfologia puede cambiar, abombandose para enfocar los
rayos provenientes de objetos cercanos (acomodacién). Con la edad va perdiéndose la

capacidad de acomodacion (presbicia) y la transparencia (catarata).

Estd recubierto por una membrana denominada cépsula cristaliniana o
cristaloides. Su cara anterior tiene una zona mas gruesa a unos 3 mm del centro; su cara
posterior tiene también una zona mas gruesa, pero junto al ecuador del cristalino
(Nordmann 1954).

Se sitGa en un plano inmediatamente posterior al iris, a 4-5 mm de la cornea.
Entre el iris y el cristalino existe un espacio ocupado por humor acuoso (camara
posterior). Por detras del cristalino se sitta la cAmara vitrea, de la que esta separada por
la hialoides anterior. La cristaloides posterior se une a la hialoides anterior mediante el
ligamento hialoideo-capsular de Berger-Wieger, que es circunferencial, con unos 5 mm
de didmetro; este ligamento delimita el area de Vogt. Periféricamente, la hialoides

anterior y la cristaloides posterior se separan (canal de Hannover).



El cristalino se une al cuerpo ciliar mediante las fibras zonulares (zénula de
Zinn), que se insertan a nivel del ecuador en dos planos anterior y posterior, separados

por el espacio de Petit.

Sus dimensiones son (Saraux et al 1985)°:

- Diametro frontal : 9-10 mm.

- Diametro anteroposterior: 4 mm.

- Radio de curvatura de la cara anterior: 10 mm (6 mm en acomodacion).

- Radio de curvatura de la cara posterior: 6 mm (5’5 mm en acomodacién).
- Peso: 190-220 mg.

2. Anatomia microscopica

La capsula es una membrana anhista, compuesta de colageno (Pirie 1951)*, en

la cual se pueden distinguir tres elementos:

- Laminilla zonular. Sélo existe a nivel ecuatorial y es la parte mas superficial.
Esté atravesada por las fibras zonulares

- Membrana pericapsular. Capa situada bajo la anterior, de 1-2 um de espesor.

- Cristaloides propiamente dicha. Se sitia por dentro de la membrana

pericapsular. Su grosor es de 20 um.

El epitelio del cristalino es una capa de células aplanadas situada en la cara
anterior del mismo. Son mas altas cuanto mas cerca del ecuador se sitdan (13-22 x 2-5
um en el polo anterior y 8-12 x 9-15 um en el ecuador). Se denomina zona germinativa
al grupo celular situado en la zona mas ecuatorial. En esta zona las mitosis son mucho

mas frecuentes. Las células que se van creando se van alejando de la capsula.

Las fibras cristalinianas se originan a partir de la zona germinativa. Con el
tiempo van alargandose, con una direccion anteroposterior. Su seccién transversal es

hexagonal. Se ha descrito una matriz extracelular o “cemento” entre la cristaloides y las



células cristalinianas, asi como entre las fibras. El “cemento” interfibrilar constituye las

suturas del cristalino, que son las zonas en las que se insertan las fibras.

La capa de fibras mas periférica es la que esta constituida por fibras mas
jévenes, que se han superpuesto al resto mas recientemente. Constituye la corteza
cristaliniana o cortex. Las fibras de la zona central han perdido el nucleo celular y las

organelas citoplasmicas; forman el nucleo del cristalino.

Las fibras cristalinianas siguen una direccion anteroposterior, pero no rectilinea,
sino con una trayectoria curvilinea de convexidad hacia el ecuador. La unién de los
puntos de insercion anterior de las fibras forma una estructura en forma de “Y” (sutura
anterior), mientras que las inserciones posteriores delimitan una “Y” invertida (sutura
posterior). En la zona mas periférica el trayecto no esta ain bien definido (torbellino

cristaliniano de Schwalbe).

Mediante biomicroscopia se distinguen las siguientes regiones concéntricas, de

dentro afuera, en el cristalino adulto:

- Nducleo embrionario interno. Formado hasta el quinto mes del desarrollo
embrionario.

- Nucleo embrionario externo o fetal. Formado antes del nacimiento.

- Ndcleo adulto. Formado antes de la pubertad.

- Corteza. Formado a partir de la pubertad.



Il. DIFERENCIACION DEL CRISTALINO EN VERTEBRADOS

1. Induccién de la formaciéon de la vesicula cristaliniana

El embrién humano de 22 dias presenta dos surcos a cada lado del prosencéfalo,
denominados surcos Opticos y considerados como primera manifestacion del ojo en
desarrollo (Sadler 1985)°.

Una vez cerrado el tubo neural, hacia las cuatro semanas del desarrollo, los
surcos Opticos aparecen como evaginaciones del neuroectodermo denominadas

vesiculas opticas.

El ectodermo superficial mas préoximo a la vesicula Optica comienza a
engrosarse, formando la placoda cristaliniana. Se ha supuesto desde hace un siglo que
la vesicula éptica induce la formacion de la placoda cristaliniana (Spemann 1901)°. Sélo
una zona del ectodermo superficial puede ser, por tanto, capaz de diferenciarse hacia
placoda cristaliniana; parece ser que la vesicula Optica seria importante en la
localizacién de esta zona (Grainger et al 1997)". Las moléculas inductoras no se
conocen demasiado, pero su accion se ha estudiado ampliamente. Asi, en el ectodermo
superficial que va a formar la placoda cristaliniana, se activan determinados genes
reguladores, como el del factor de transcripcion Pax-6 (Altmann et al 1997)%. El gen
Pax-6 continuara siendo expresado en el epitelio cristaliniano durante el desarrollo
embrionario y postnatal. Se han descrito otras familias de genes relacionadas con
factores de transcripcion durante el desarrollo cristaliniano, como L-Maf y Sox-1
(McAvoy et al 1999)°.

Se supone que existe una comunicacién entre el epitelio de la vesicula Optica y
el epitelio de la futura placoda cristaliniana. Células de ambos epitelios desarrollan
prolongaciones para contactar entre si antes de formarse la placoda cristaliniana
(McAvoy 1980)™.



Poco después, la placoda cristaliniana y la vesicula Optica se invaginan,
formando ésta la capula dptica. Finalmente, se produce tal invaginacion de la placoda
cristaliniana que se separa del resto del ectodermo superficial, creando la vesicula
cristaliniana (embrion de 9 mm). Las muerte de las células situadas en el limite de la
placoda cristalinina podrian ser fundamentales en este proceso, denominado obliteracion
(Silver y Hugues 1973)*. Existe una matriz de glicosaminoglicanos, glicoproteinas y
colageno entre la placoda cristaliniana y la clpula Optica que aumenta durante la
induccidn de la formacion de la vesicula cristaliniana. Existe una sustancia responsable

de la induccidn, cuyo peso molecular se ha calculado en menos de 12 kilodaltons (kDa).

La vesicula cristaliniana es esférica, hueca y formada por una capa Unica de
células cilindricas. Estas y el mesodermo adyacente formaran la cépsula del cristalino
(Hamilton et al 1975)",

Una vez inducida la formacion de la vesicula cristaliniana es necesaria una
influencia continua por parte de la retina neurosensorial en desarrollo. La lentropina,
cuyo peso molecular es de 60 kDa, es la sustancia que estimula la elongacién de fibras
cristalinianas primarias y la sintesis de & cristalina en el embrion de pollo (Piatigorsky
1981)*,

Las fases en la formacion de la vesicula cristaliniana se describieron en el

embrién de pollo (Shinohara y Piatigorsky 1976)*:

- 35 horas: el epitelio ectodérmico presumiblemente cristaliniano ya es visible.

- 45 horas: elongacion de las células epiteliales.

- 49 horas: ya estd formada la placoda cristaliniana.

- 52 horas: invaginacion de la placoda.

- 55 horas: se vislumbran las presuntas fibras cristalinianas primarias,
formadas por elongacion de las células posteriores de la futura vesicula
cristaliniana.

- 60 horas: ya esta formada la vesicula cristaliniana.



2. Formacion de las fibras cristalinianas

Las células de la pared anterior de la vesicula disminuyen de altura y forman el
epitelio cristaliniano. Las células de la pared posterior de la vesicula (incluso antes de
formarse ésta) se alargan hacia delante, formando las fibras cristalinianas primarias.
Estas fibras forman inicialmente lo que se conocia como botdn cristaliniano de Kolliker.
Hacia la séptima semana del desarrollo embrionario llegan a la pared anterior de la

vesicula.

Las células del epitelio cristaliniano de la region ecuatorial de la vesicula forman
la zona germinativa del cristalino. Estas células se dividen, sin dejar de hacerlo
durante el periodo postnatal, sufren una elongacion y se diferencian en nuevas fibras,
que se superponen a las ya formadas y que se denominan fibras cristalinianas
secundarias. La aposicion sucesiva de fibras lleva a la formacion de las suturas
cristalinianas, que son las zonas donde se retnen las fibras (Saraux et al 1985)°. La
maduracion de las fibras sigue el siguiente proceso:

- Elongacion.

- Disminucidn de la formacion de RNA.

- Degradacion del DNA nuclear y pérdida de organelas citoplasmatica.

De este modo, el cristalino encierra en su estructura citolégica la secuencia

completa de su diferenciacion pre y postnatal (Orts Llorca 1984)".

Hace cuatro décadas ya se intuia que es el distinto ambiente que rodea a las
paredes anterior y posterior del cristalino (acuoso y vitreo, respectivamente) lo que
influye en el desarrollo del epitelio y de las fibras cristalinianas (Coulombre y
Coulombre 1963)*. Actualmente, la investigacion se centra en la accion de los factores
de crecimiento fibroblastico (FGF) sobre el esbozo cristaliniano. De los 18 tipos de
FGF, se han descrito el FGF-1 y el FGF-2, rodeando al cristalino, y el FGF-12,
expresado en el cristalino. La concentracion de FGF parece ser fundamental en la
proliferacion, migracion y diferenciacion hacia fibras cristalinianas. La hipdtesis del

gradiente de FGF se basa en la concentracion de FGF creciente en sentido
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anteroposterior, que haria que so6lo en la zona posterior se formaran fibras (McAvoy

1991)*". Otros factores presentes en el vitreo podrian modular los efectos de los FGF.

3. Formacién de las cristalinas

La primera cristalina en aparecer en ratas y ratones es la a (en la placoda). Es
también la primera cristalina en aparecer en el epitelio central y en las fibras
cristalinianas. En pollos es la 3 la primera en aparecer (en la placoda); también coincide
con la primera en aparecer en epitelio central y fibras. En salamandras es la 3 la primera

en aparecer en las fibras primarias, epitelio central y fibras secundarias.

En los ratones, no es necesario que se forme el cristalino para que aparezcan

proteinas cristalinas, ya que se han visto cristalinas en ratones afaquicos y anoftalmicos.

Existen cambios en la produccion de cristalinas a lo largo del proceso de
desarrollo de las fibras cristalinianas, por modificaciones en la expresion genética. Asi,
en embrion de pollo se ve una especializacion méxima de las fibras en la formacion de &
cristalina (las células ecuatoriales y centrales producen menos). En las fibras
cristalinianas de embriones de otras especies se acumula y (bovino, de rata y de anfibio)

0 P cristalina (rata).

Se supone que la cantidad de acido ribonucleico mensajero (MRNA) existente en
las células puede influir en la sintesis de una cristalina. La acumulacion parece depender
de la estabilizacion del mRNA. Sin embargo, se ha visto que cantidades equivalentes de
mRNA producen distinta cantidad de cristalinas; ésto se deberia a cambios estructurales
del mRNA, cambios en los niveles de factores de iniciacion o competicion ribosomal

por mRNA de proteinas no cristalinas (Piatigorsky 1981)".

Ademéas de aumentar la sintesis de cristalinas en las fibras, hay disminucion de

la sintesis de proteinas no cristalinas (Piatigorsky 1981)*.
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I11. CLASES DE PROTEINAS CRISTALINAS

1. Composicién quimica del cristalino

El cristalino es uno de los tejidos del cuerpo humano con menos proporcion de
agua en su composicion (66%). Aparte de agua, esta compuesto por:

1. 1. Proteinas

En su proceso madurativo, las fibras cristalinianas pierden sus organelas y se
agrupan. El citoplasma celular constituye el 95% del volumen del cristalino; el otro 5%
restante depende de las membranas celulares. EI 95% de la luz que incide en el
cristalino lo atraviesa; el resto, posiblemente por efecto de las membranas celulares, se
refleja o difumina (Bettelheim et al. 1986)*°. La concentracion proteica del cristalino
tiene que ser elevada para aumentar su indice de refraccion; asi, el 35% del peso
himedo y practicamente todo el peso seco del cristalino es proteico (Zigler y Goosey
1981)"°,

Las proteinas se sintetizan fundamentalmente en el epitelio cristaliniano y en las
fibras mas periféricas. A pesar de carecer de nucleo celular, se ha descrito la sintesis
activa de proteinas en el ndcleo del cristalino (Lieska et al. 1992)%, aunque otros

autores lo consideran insignificante (Groenen et al. 1994)%.

La mayor parte de las proteinas del cristalino son proteinas cristalinas (95%).
Son proteinas termodindmicamente estables. Su funcidn estructural se basa en que estan
empacadas de un modo estable y ordenado en las fibras cristalinianas de tal modo que
permitan que el cristalino sea un medio transparente (Delaye y Tardieu 1983)%.

En los mamiferos, las proteinas cristalinas estan codificadas por tres grupos de
genes (o, By 7), de tal modo que existen tres familias de productos derivados de genes
(Jong y Hendriks 1986)%:

- Familia de las o cristalinas.
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- Superfamilia de las B y v cristalinas:
° Familia de las f cristalinas.

° Familia de las v cristalinas.

La diversidad de cristalinas (entre especies y durante el desarrollo) también se
puede deber a una ambigiiedad en la transcripcion, el procesamiento del RNA vy la

traduccion:

- Sefiales de adicion poli-A atipicas.

- “Splicing” alternativo del mMRNA (ej. Existe aA'™ en ratas, que es una oA
con la insercion de un péptido entre los residuos 63 y 64, codificado por un
exon que se situa en un lugar que corresponde al primer intron).

- Uso de dos codones de iniciacion en un mismo mRNA.

Las cristalinas se han modificado muy lentamente en el proceso evolutivo, ya
que la mayoria de los cambios de aminoacidos representan selectivamente una
desventaja: un cambio en la secuencia de una cristalina acarrea facilmente una pérdida

de transparencia cristaliniana.

El origen evolutivo de las a cristalinas esta ligado al de las proteinas pequefias
de choque térmico, mientras que el de las B cristalinas parece ligado a una proteina de

cubierta de espora bacteriana (proteina S fijadora de calcio de Myxococcus xanthus).

La o cristalina pertenece a una superfamilia con la que comparte una
conformacién similar de las regiones homdlogas y, se supone, un origen evolutivo
comin (Jong et al. 1988)%*:

- SHSP.

- Antigeno p40 del huevo de Schistosoma mansoni.

- Dos antigenos de supeficie de Mycobacterium.

- Dos proteinas inducibles de 16 kDa de Escherichia coli.
- Proteina de 21 kDa de Stigmatella aurantica.

- Proteina muscular de 29 kDa de Halocynthia roretzi.
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Ademas de las proteinas cristalinas existen en el cristalino proteinas

citoesqueléticas, de membrana y enzimas.

Se encuentran las siguientes proteinas de membrana en el cristalino (Berman
1991)%;

- MP17-19. Proteina de membrana fijadora de calmodulina

- MP19-20. Proteina intrinseca de membrana.

- MP26 (forma las “gap-junctions”, constituye el 50% de las proteinas de
membrana y se considera un indicador de la diferenciacion de las fibras). La
MP22 es un producto de fragmentacion de ésta.

- MP33y MP35. Proteinas extraibles con EDTA.

- MP37. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

- MP53. Transportador de glucosa.

- MP70. Proteina intrinseca relacionaad con la union intercelular. La MP64
estd intimamente relacionada con ésta. La MP38 es un producto de clivaje de
la MP70 y la MP64.

- MP90-107. ATPasa de sodio-potasio.

- MP115. Proteina intrinseca de membrana.

- MP130 y MP140. Glicoproteinas.

- MP200 (espectrina).

Las proteinas del citoesqueleto son la MP45 (actina) y la MP55 (vimentina).

1. 2. AzUcares

En el cristalino humano se ha comprobado el contenido de los siguientes
azucares (Cheng 1981)%:;

- Glucosa: 0’61 umol/g
- Glucosa 6P: 0’3 umol/g
- Fructosa 6P: 0’41 umol/g
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- Fructosa 1,6 DP: 0°03 umol/g

- Triosas y tetrosas P: 0’7 umol/g

La glucosa es la fuente energética fundamental del cristalino, al que llega a
través del humor acuoso. Penetra mediante un sistema de transporte pasivo facilitado,
insulino-dependiente, estereoespecifico para D-glucosa (Okuda et al. 1987)¥. La
glucolisis proporciona dos tercios de la energia, mientras que el ciclo de Krebs (que no
ocurre en las fibras cristalinianas, por carecer de mitocondrias) proporciona el resto.
Parte de la glucosa se degrada por la via de las pentosas-fosfato. Ademas, hace mas de

cuarenta afios se describid la via del sorbitol en el cristalino (Heyningen 1959)%.

1. 3. Lipidos

Se encuentran principalmente en las membranas celulares, en las cuales son tan
abundantes como las proteinas. El 50-60% de los lipidos es colesterol (Zelenka 1984)%.
Ademas hay fosfolipidos (de éstos, hay un 47-56 % de esfingomielina, 9-18 % de
fosfatidiletanolamina, 6-15 % de fosfatidilserina, 2-5 % de fosfatidilcolina y 1-4 % de
fosfatidilinositol), con abundancia de &cidos grasos saturados (palmitato) y monoin-

saturados.

El alto contenido de esfingomielina, colesterol y acidos grasos saturados en las
membranas celulares de las fibras cristalinianas hace que éstas sean muy rigidas. A mas
colesterol, mas rigidez; como existe un contenido en colesterol mayor en el ndcleo que
en la corteza, el nucleo tiene unas membranas celulares mas rigidas (Alcala et al.
1985)*°,

1. 4. Solutos de bajo peso molecular

En el cristalino humano se encuentra acido ascérbico (300 ug/g), con accion
antioxidante, si bien puede ser prooxidante bajo determinadas circunstancias (Wolff et

al. 1987)*, urea (4’7 ng/g), glutation (1’43 ng/g), potasio, sodio y calcio.
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Los aminoacidos mas abundantes en el cristalino humano, ordenados

decrecientemente segun la cantidad de pg/g de peso himedo, son (Berman 1991)%:

- Glutdmico: 3’42.
- Alanina: 1°34.

- Taurina: 0°79.

- Serina: 0°56.

- Prolina: 0°16.

2. Familia de las proteinas a cristalinas

La a cristalina fue aislada por primera vez, hace un siglo, en cristalino bovino
(Mérner 1894)*. Existe en todos los vertebrados y, en humanos, es la proteina més
abundante del cristalino. Fue reclutada en el proceso evolutivo para constituir el

cristalino permitiendo que éste sea una estructura transparente.

La familia de las o cristalinas es muy estable. Su secuencia se ha conservado
considerablemente en el proceso evolutivo y tiene un recambio (turnover) bajo. No se
desanaturaliza hasta los 100 °C (no se alteran sus estructuras secundaria y terciaria). Los

puntos isoeléctricos de las a cristalinas varian entre 4’8 y 5.

Dentro de esta familia proteica existen dos productos génicos principales. Estas
subunidades tienen un peso molecular, cada una, de 20 kDa. Se denominan oA y aB
cristalina. Las formas nativas son la aA; y la aB,, siendo la aA; y la aB; formas

modificadas postraduccionalmente.

El gen de la aA cristalina se sitda en el cromosoma 21 (Quax-Jeuken 1985)%,
mientras que el de la aB lo esta en el 11 (Ngo 1989)*. Probablemante, ambos genes
provengan de una duplicacion de un primitivo gen comun (Wistow y Piatigorsky
1988)*°,
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Los dos genes contienen dos intrones en lugares homdlogos; el primer intron
coincide con el intrén del gen de la proteina pequefia de choque térmico de
Caenorhabditis elegans; el segundo coincide con el intron del gen de la proteina

muscular de Halocynthia roretzi.

La relacion normal del contenido cristaliniano de ambas subunidades es de 3a 1
como referencia, variando con la edad y seguin la especie. Presenta un alto grado de

homologia entre ambas (57%). Sus estructuras secundaria y terciaria son similares.

La oA cristalina es acida y estd formada por 173 aminodcidos; por otra parte, la
aB cristalina es mas bésica y esta formada por 175 aminoacidos. La oA cristalina se

biosintetiza principalmente en las fibras cristalinianas, mientras que la aB en el epitelio.
En la rata existe oA y aB cristalina pero, ademas, existe un producto génico

denominado aA'"™ cristalina (antes llamada oX cristalina). Consiste en una aA2

cristalina con una insercion de 22 residuos entre las posiciones 63 y 64 (Cohen 1978)%.
La estructura secundaria de las distintas o cristalinas es similar, siendo ldamina 3

el 95% y s6lo un 5% hélice ).

3. Familia de las proteinas p cristalinas

Al igual que la familia de las a, la familia de las f cristalinas se halla presente en
todos los vertebrados. Podria haber existido un gen primitivo comdn para la
superfamilia de las B y y cristalinas (Piatigorsky 1987)%. En el cristalino bovino se

describen los siguientes productos génicos:

- Proteinas B cristalinas basicas: BB1, pB2y pB3.
- Proteinas B cristalinas &cidas: BA1/BA3, BA2 y BA4.
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El peso molecular de los monomeros estd comprendido entre 23-35 kDa. Su

punto isoleléctrico varia entre 5’7 y 7. Su estructura secundaria es lamina p.

4. Familia de las proteinas vy cristalinas

Esta familia proteica se da en todos los vertebrados, salvo aves y reptiles.
Abunda en el nucleo del cristalino. Se distinguen los siguientes productos génicos (Hay
1994)%":

- S

- YA (yIVDb).
- vB ().

- yC (ylla).
- yD (yllb).
- vE (ylVa).

De estos seis miembros de la familia de las y cristalinas, dos no se expresan en
humanos: YA y yE cristalina. Cada monomero tiene un peso molecular de 20 kDa. Su
secuencia tiene Cys y aminoéacidos aromaticos, que podrian proteger el cristalino de
radiaciones ultravioletas y otros agentes externos. Su punto isoeléctrico varia entre 7’1y

8’1. Su estructura secundaria es lamina 3.

La yS cristalina es la proteina mas abundante de la familia de las y cristalinas.
Era denominada BS cristalina, ya que se consideraba una 3 cristalinas, pero carece de
extension N-terminal, se presenta como monomero (como las y cristalinas) y su
secuencia se parece mas a la de las y cristalinas que a la de las B cristalinas. La
secuencia completa de la yS cristalina en el cristalino humano fue descrita
recientemente, siendo su peso molecular exacto de 207918 kDa (Smith 1995)%®. Sélo se
expresa tras el nacimiento; por eso, a diferencia del resto de las y cristalinas, s6lo se

expresa en la region cortical del cristalino (Slingsby y Clout 1999).
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5. Otras familias de cristalinas no humanas

Se han descrito numerosas familias de proteinas cristalinas en distintas especies

y momentos del desarrollo (Jong y Hendriks 1986)%:

La familia de las proteinas & cristalinas existe en cristalinos de aves y reptiles,
siendo principalmente embrionaria. Su peso molecular es de 48-50 kDa. Su punto
isoeléctrico varia entre 4’9 y 5°3. Su estructura secundaria es hélice o en un 75% vy, en

un 25%, lamina p.
La proteina ¢ cristalina existe en algunas aves y reptiles, apareciendo
tardiamente en el desarrollo. Su peso molecular es de 38 kDa; su punto isoeléctrico es

de 7°5.

La proteina p cristalina existe en ranas. Su peso molecular es de 39 kDa; su

punto isoeléctrico es de 8’5.

La familia de las proteinas t cristalinas existe en algunos peces, aves y reptiles.

Podria ser un ancestro de las 6 cristalinas. Su peso molecular varia entre 46 y 48 kDa.

La familia de las S-111 cristalinas ha sido descrita en el calamar.
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IV. MODIFICACIONES DE LAS PROTEINAS CRISTALINAS

1. Insolubilizacion de las cristalinas

Debido a la falta de recambio de las proteinas cristalinas, éstas estan sujetas a
modificaciones postraduccionales diversas, las cuales pueden alterar la estructura
cristaliniana y cambiar sus propiedades O&pticas, produciendo cataratogénesis. El
deterioro de la arquitectura del cristalino no conduce a la ceguera, pero si a una pérdida

de transparencia del mismo.

La cromatografia liquida de alta resolucién (high performance liquid
cromatography o HPLC) es una técnica que puede aplicarse al fraccionamiento
proteico. Mediante cromatografia, empleando columnas de filtracion en gel, se
distinguen las siguientes fracciones de alto (high o H) y bajo (low o L) peso molecular,

segln su elucién sea mas 0 menos rapida:

- aH: mas de 1000 kDa.
- al: 800 kDa.

- BH: 130 kDa.

- BL1:57 kDa.

- BL2: 32 kDa.

- LMW (yyyS): 20 kDa.

Las proteinas del cristalino son predominantemente solubles en agua, pero
pueden insolubilizarse con el tiempo. De este modo se diferencian dos fracciones

proteicas principales:

- Fraccién soluble en agua (water soluble o WS).

- Fraccion insoluble en agua (water insoluble o WI). Esta fraccion se
subdivide en dos: fraccion soluble en urea (WI-US) y fraccidn insoluble en
urea (WI-UI).
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Con la edad, se produce agregacion de las proteinas cristalinas, que conduce a su
insolubilizacion. Los agregados presentan distintas proporciones de todas las clases de
cristalinas y, ademas, contienen péptidos de bajo peso molecular. Los agregados
proteicos de alto peso molecular (high molecular weight o HMW) aumentan con la
edad, particularmente en el nucleo del cristalino. Se distinguen los siguientes agregados
proteicos de HMW:

- HMW-1.

- HMW-2 (WS-HMW).

- HMW-3 (WI-US-HMW). Agregado con puentes disulfuro.
- HMW-4 (WI-UI-HMW). Agregado con enlaces covalentes.

En la cataratogénesis, la formacion de proteinas de la fraccion WI aumenta,
mientras que disminuye la de la fraccion WS. Con la edad, independientemente de la
formacion de la catarata, hay un aumento de agregados de HMW, unidos por enlaces

disulfuro en el primer caso o por enlaces no covalentes en el segundo (Spector 1984)“.

2. Modificaciones postraduccionales de las cristalinas

2. 1. Desamidacion, isomerizacion y racemizacion.

La desamidacion desestabiliza las proteinas, haciéndolas mas susceptibles a la
degradacion proteolitica. Se ha visto en numerosas especies. Ocurre mediante la
formacion de una estructura ciclica (succinimida). EI Aspartato (Asp) alterado podria
repararse mediante carboxil-metil-transferasa. En humanos se desamida la oA cristalina

en la Asparragina (Asn), en el residuo Asn101 (Kramps et al. 1979)*.

La rotura del anillo de succinimida da lugar a isomerizacion y racemizacion; con
la edad, se acumula D-Asp en el nacleo cristaliniano, proceso que se encuentra
acelerado en las cataratas brunescentes (Zigler y Goosey 1981)*°. En humanos ocurre en
los residuos Asp36 y Asp62 de o.B (Fujii et al. 1994)*.
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2. 2. Truncacion.

La truncacion del extremo N-terminal de las cristalinas BAL, BA3 y BB1 es una
de las modificaciones mas importantes en la alteracion significativa del peso molecular
de las cristalinas. Puede verse en cristalinos humanos de menos de un afio, aumentando
con la edad (Ma et al. 1998)*,

La aA cristalina puede sufrir una fragmentacion en la zona C-terminal. Al
perderse el extremo C-terminal se reduce la actividad caperona (Kelley et al. 1993)*. Se
produce una formacion de un anillo succinimida, rompiéndose el enlace peptidico,
siendo caso claro el de Aspl51-Alal52. En cristalino bovino ocurre en residuos de
triptéfano (Trp), arginina (Arg), valina (Val), glutamato (Glu), prolina (Pro), serina
(Ser), alanina (Ala), treonina (Thr) y lisina (Lys) (Siezen y Hoenders 1979)*. La
truncacion de la oA cristalina bovina resulta en la formacion de los siguientes
polipéptidos: oA (1-172) (Emmons y Takemoto 1992)*, oA (1-169), oA (1-168) (Jong
et al. 1974)*, oA (1-151) (Kleef et al. 1976a)*®, oA (1-101) (Kleef et al. 1976b)*. La
truncacion de la oB cristalina bovina ocurre especificamente en Thrl170-Alal71,
apareciendo el polipéptido aB (1-170) (Kleef et al. 1976b)*. Esta truncacién puede
llevarse a cabo mediante endopeptidasas o calpaina, la cual fragmenta la cadena oB
bovina en Arg163y Thr 170, y la oA en Ser162 y Arg 163 (Yoshida et al. 1986)°.

Las calpainas son proteasas neutras tipo cisteina, calcio-dependientes y no
lisosomales. Se encuentran en casi todos los tejidos animales; se han detectado en el
cristalino bovino, de rata, de raton y humano (Andersson et al. 1994)*'. La
opacificacion del cristalino se ha asociado a elevacion del calcio cristaliniano
(Chandrasekher y Cenedella 1993; David et al. 1993)°>%, Se ha sugerido que la
proteolisis de ciertas proteinas cristalinianas pueda ser mediada por la calpaina Il, que
es una calpaina que requiere una concentracion de mas de 50 uM de calcio para su

activacion.

Se ha demostrado la accion degradante de la calpaina Il in vitro sobre las

cristalinas a. y P, y sobre las proteinas del citoesqueleto (Andersson et al. 1994)>". La vy
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cristalina, sin embargo, parece resistente a la accion de la calpaina Il (David et al.
1992)°* su insolubilizacién podria deberse a interacciones con P cristalinas
parcialmente degradadas (David et al. 1994)*°. La accién de la calpaina Il sobre la a
cristalina se produce sobre su porcion C terminal, formando polipéptidos de 17-19°5
kDa (Yoshida et al. 1986)>. Se ha observado que la accién de la calpaina I1 sobre las
cristalinas hace que sean parcialmente insolubles, por la separacion de la extension N o
C terminal. Estos polipéptidos insolubles son similares a los formados in vivo durante la

cataratogénesis (David et al. 1992)*.

La accion de la calpaina no sélo se produce durante la cataratogénesis, sino que
también existe en el envejecimiento normal del cristalino. Por ello se ha propuesto que
la cataratogénesis debida a la accion de la calpaina Il ocurre cuando la insolubilizacion
que produce ocurre muy rapido (David et al. 1994).

En humanos, la calpaina presente en el cristalino precisa para su activacion
concentraciones de calcio del orden de mM, por lo que se conoce como calpaina m
(Andersson et al. 1994)>'. La actividad de la calpaina m en el cristalino humano es
menor en el ndcleo que en el cortex; asimismo, disminuye su actividad con la edad
(David et al. 1989)°. La catarata cortical tiene niveles de calpaina m mayores que la
nuclear, lo cual se ha atribuido a la influencia que tiene el epitelio cristaliniano dafiado

sobre las fibras adyacentes (Andersson et al. 1994)°".

La extrapolacion de los datos existentes sobre la cataratogénesis atribuible a
calpaina deben ser ain demostrados en humanos, ya que los polipéptidos resultantes de
la accion de ésta son distintos a los encontrados durante el envejecimiento cristaliniano
(David et al. 1994b)°".

2. 3. Fosforilacién.

Es reversible en el epitelio cristaliniano, pero no en las fibras cristalinianas. Se

ha visto, en cristalino bovino, en los siguientes residuos (Smith et al. 1992)®:
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- oA cristalina (in vivo e in vitro): Ser122.

- oB cristalina (in vivo): Ser19, Ser45y Ser59.

De las B cristalinas, s6lo uno de los polipéptidos (BB2) parece encontrase
fosforilado (Ser203) (Kleiman et al. 1988)%°.

Se han descrito dos vias para producirse la fosforilacion de las proteinas del

grupo de las a cristalinas:

- Via dependiente de adenosin-monofosfato ciclico (CAMP) y de calcio

(Ca*?)-calmodulina. Se fosforila un residuo de Ser en el lugar Arg-Xaa-Xaa-
Ser (Spector et al. 1985)%.

- Via independiente de cAMP (autofosforilacion de la a cristalina).

Se produce en presencia de magnesio (Mg*?) y de ATP. Se ha demostrado
que existe esta via de fosforilacion independiente de cCAMP y que se trata de
una autofosforilacién de la a cristalina (Kantorow y Piatigorsky 1994)°. De

este modo, se encuentra que la o cristalina puede funcionar como un

enzima.

El 2% de la o se autofosforila (en presencia de NaCl 50mM; sin NaCl
aumentaria el porcentaje). Segun la autofosforilacion de la a cristalina se

distinguen (ver tabla 1):

oA cristalina oB cristalina
oA: no fosforilada oB: no fosforilada
aoAp: monofosforilada oBp: monofosforilada

oBp2: difosforilada

Tabla 1. Fosforilacion de la o cristalina.
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Se supone que existe un inhibidor de la autofosforilacion en el cristalino, ya

que la autofosforilzacion solo se demuestra cuando las proteinas estan

purificadas.

El papel de la autofosforilacion se desconoce. La autofosforilacion ya se
habia demostrado en las proteinas de choque térmico grandes (DnaK,
GroEL, HSP70, HSP90), teniendo significado en la replicacion de DNA, la

transcripcion y la degradacion proteica (Kantorow y Piatigorsky 1994)°%,

El papel de la autofosforilacion de o podria ser (Groenen et al. 1994)%:
° Como en GroEL y DnaK: regulacion de la unién de a cristalina con
otras proteinas (esto seria importante en la actividad caperona).

© Como en HSP70: agregacion de la a cristalina consigo misma.

2. 4. Glicosilacién.

Se producen modificaciones con enlace O-N-acetilglucosamina (Roguemore et
al. 1992)%% En la oA cristalina bovina ocurre en Ser162, mientras que en la a.B bovina
ocurre en Thrl58 y Thrl62.

2. 5. Glicacioén.

La glicacion proteica (tanto con puentes disulfuro como con otros enlaces
covalentes) se relaciona con la aparicién de catarata senil y catarata diabética. Las
cristalinas forman enlaces covalentes con glucosa y otras aldosas (via reaccion de
Maillard). EI grupo aldehido del azucar reacciona con el grupo g-amino de Lys o el a-
amino de una proteina, para formar una base de Schiff reversible, que acaba formando
una estructura cetoamina estable (producto de Amidori; ver figura 1) (Perry et al.
1987)%.

La glicacion puede inhibirse mediante aminoguanidina y NaCNBHs.
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R1-CHOH-CH=0 + NH;-R2 <— R1-CHOH-CH=N-R2 <— R1-CO-CH,-NH-R2

AzUcar Proteina Base de Schiff Producto de Amidori

Figura 1. Glicacion proteica.

Al incubar, in vitro, oA y aB cristalinas bovinas con ascorbico, se observa

glicacion en todos los residuos de Lys (Ortwerth et al. 1992)%*,

La glicacion de las cristalinas (mediante azlcares o azUcares-fosfato) produce en
éstas lo siguiente (Swamy y Abraham 1987)%:

- Cambio de conformacion.
- Aumento de la susceptibilidad de oxidacion de grupos sulfidrilo, resultando
en la formacion de agregados de HMW.

- Coloracion marron.

Al incubar cristalinas bovinas con azlcares ocurre lo siguiente (Swamy et al.
1993)°:

- Con azlcares poco reactivos (glucosa): se forman agregados proteicos con
puentes disulfuro.

- Con azlcares mas reactivos (eritrosa): se forman agregados proteicos
insolubles de alto peso molecular con enlaces covalentes no disulfuro. Los
productos formados son de glicacion avanzada (son hiperfluorescentes y

tienen capacidad de producir enlaces cruzados con proteinas).
Si aumentan los azucares en el cristalino se favorecen los enlaces cruzados con

las cristalinas; la aparicién de cambios proteicos y agregados disminuye la transparencia

del cristalino.
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2. 6. Carbamilacion.

El grupo e-amino de Lys o el a-amino de una proteina reacciona con isocianato
(componente endogeno del cristalino en equilibrio con urea). Si aumenta el isocianato
en sangre (diarrea, fallo renal) puede acelerarse la cataratogénesis. Se ha visto

carbamilacién de todos los residuos de Lys de /A bovina in vitro (Qin et al. 1992)°".

2. 7. Acetilacion.

Ocurre en el residuo N-terminal o en el grupo e-amino de Lys. La aspirina inhibe
la glicacion y la carbamilacion de las cristalinas, posiblemente mediante la acetilacion
de los residuos de Lys, pero no parece inhibir, in vivo, la cataratogénesis (Hasan et al.
1993)°,

2. 8. Transglutaminacion.

Ocurre en las B cristalinas. La transglutaminasa cataliza una reaccion calcio-
dependiente en la que reaccionan un grupo y-carboxamida de un residuo de Gin
(receptor de aminos) con un grupo e-amino de un residuo de Lys (donante de aminos),
para formar un enlace cruzado y-glutamil-g-lisina. La transglutaminasa se ha

relacionado, entre otros procesos, con la cataratogénesis.

En el cristalino bovino son receptores de aminos las cristalinas B2, B3 y BA3.
Los donantes son aB, BB1, BA3 y BA4. El hecho de que s6lo uno de los nueve residuos
Lys de la BA3 bovina sea donante de aminos indica que los sustratos deben situarse en

lugares accesibles de las cristalinas (Groenen et al. 1994b)°°.
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2. 9. Oxidacion y coloracion del cristalino.

La oxidacion de las cristalinas puede acelerar la cataratogénesis. La afectacion
de aminoéacidos especificos produce alteraciones de carga, degradacion proteica, enlaces
cruzados proteicos e insolubilizacién. Estos cambios suceden por fotooxidacion o por

radicales libres de oxigeno (RLO), afectandose los residuos de Trp, His, Tyr, Cys, Met

y Phe. El cristalino trata de protegerse mediante compuestos y enzimas antioxidantes.

Con la edad, el cristalino va adquiriendo una coloracién amarillenta-marron,
debida a los cromoforos asociados con las cristalinas, sobre todo en el nucleo del
cristalino. El pigmento se compone, al menos en parte, de productos oxidativos de los
compuestos aromaticos del cristalino, principalmente Trp. El aumento de la
pigmentacion se asocia con un aumento de la absorcién, por parte de las proteinas
cristalinas, de la radiacion con longitud de onda de 300-500 nm, y una disminucién de

la percepcion de luz violeta y azul por parte del paciente (Hood et al. 1999).

Asimismo, se produce un aumento de una fluorescencia inusual para las
proteinas, con una excitacion a 315-360 nm y una emision a 400-440 nm, denominada

“fluorescencia no-triptofano”. Esta fluorescencia se atribuye a kinureninas, acido

antranilico, hidroxiquinolinas y bitirosina, compuestos que aparecen por la oxidacion de

los residuos aromaticos Trp y Tyr (Kanwar y Balasubramanian 1999)".

La formacién de enlaces bitirosina se produce mediante la union carbono-

carbono entre dos residuos de Tyr. Puede ser intra o intermolecular, conduciendo ésta a
la formacidon de productos de alto peso molecular. De las familias de cristalinas, la y es
la que méas frecuentemente presenta enlaces bitirosina, posiblemente debido al alto
contenido en residuos de Tyr (Kanwar y Balasubramanian 1999)"*. Los niveles de
bitirosinas aumentan mas rapidamente cuando se forma una catarata nuclear (Fu et al.
1998)",

Los filtros de radiacién UV, como el glucésido del acido 4-(2-amino-3-
hidroxifenil)-4-cetobutanoico (AHBG), la kinurenina, la 3-hidroxi-kinurenina (3-OHK)

y el O-B-D-glucésido de la 3-hidroxi-kinurenina (3-OHKG), parecen jugar un papel
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protector frente al que provoca el dafio creado por esta radiacion en el cristalino y la
retina. Sin embargo, bajo determinadas condiciones, los filtros pueden unirse
covalentemente a las cristalinas y modificarlas, con aumento de la coloracion del
cristalino (Hood et al. 1999)”°, por lo que podrian ser considerados fluoréforos. Parece
ser que la union de GSH y de 3-OHKG es un fluor6foro que se forma en el cristalino
afioso; el 3-OHKG y el AHBG disminuyen ligeramente con la edad o permanecen
constantes, mientras que el GSH-3-OHKG aumenta (Garner et al. 1999)%. Se ha
sugerido que la union de las cristalinas con los fluor6foros precisa de un dafio oxidativo
previo (Hood et al. 1999)™.

3. Oxidacion ocular

3. 1. Estrés oxidativo en el ojo

El ojo estd expuesto a las radiaciones solares, oxigeno y diversas sustancias
quimicas integrantes de la polucién atmosférica. Debido al envejecimiento de la
poblacion en nuestro medio y a la reduccion de la capa de ozono (aumentaran la
exposicion a radiaciones solares) este tema ha suscitado gran interés (Rose et al.
1988)"*. El dafio oxidativo de las cristalinas produce enlaces cruzados proteicos,
agregados de alto peso molecular y disminucion de la solubilidad, conduciendo todo
ello a la cataratogénesis. El dafio se produce cuando aumenta el estrés oxidativo o

disminuyen los factores protectores.

Los oxidantes oculares son H,0,, O, y los fotosensibilizantes, como Trp, NAD"

y riboflavina. Las fuentes de RLO en el o0jo son las siguientes:
- Radiacion solar.
- Respiracion mitocondrial, con la reduccion de O, a H,0.

- Produccion de H,0 en distintas reacciones metabdlicas intra y extracelulares.

Son considerados protectores oculares los compuestos siguientes:
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- Hidrosolubles: Vitamina C, Cys, Tyr, glutation, Urico y piruvato.
- Liposolubles: tocoferol y retinol.
- Enzimas: superoxido-dismutasa (SOD), catalasa y glutation-peroxidasa.

- Proteinas fijadoras de metales: transferrina, ceruloplasmina y albimina.

3. 2. Efecto de las radiaciones

El estrés fotoquimico es uno de los principales factores envueltos en la
cataratogénesis. La cornea detiene la radiacion ambiental de longitud de onda menor de

295 nm, absorbiendo el cristalino la mayor parte de la de 295-400 nm (Berman 1991)%.

Un foton puede arrancar un electrén a una molécula y hacer que aparezca un
RLO. Después de aparecer un RLO, éste puede pasar su electron desapareado a otras

moléculas, apareciendo una cascada de reacciones que altera las membranas celulares

cristalinianas (Varma et al. 1979)”, lo cual conlleva una pérdida de su funcién de
transporte. Esto va asociado a un descenso en la concentracion de ATP, un cambio en
las concentraciones idnicas, una oxidacion del glutation, un inicio en la oxidacion
proteica en el citoplasma celular, una disminucion de la sintesis proteica y un aumento
del metabolismo de la glucosa. Estos cambios acaban desembocando en la formacion de
agregados proteicos mediante enlaces disulfuro, rotura de las membranas celulares y

formacion de catarata (Spector 1984)%.

La riboflavina y la radiacion luminosa estimulan los fenbmenos oxidativos y la
aparicion de radicales ascorbil-semiquinona; éstos afectan in vitro al epitelio
cristaliniano, pudiéndose inhibir su efecto mediante SOD, catalasa y albdmina (Wolff et
al. 1987)%.

Los productos oxidativos del ascorbico producen glicacion proteica y aparicion
de productos de glicacion avanzada que pueden absorber radiaciones UVA. Se produce

una oxidacion fotolitica de las proteinas, supuestamente mediada por RLO. Se ha

sugerido que la gran cantidad de ascorbico existente en el acuoso protege de esta
oxidacion a las estructuras oculares que hay tras él (Ringvold 1996)"®,
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3. 3. Efecto del oxigeno

En presencia de trazas de metales de transicion libre y fotosensibilizantes el
ascorbico reacciona con oxigeno para formar peroxido de hidrégeno. Este podria dafiar
la membrana de las células cristalinianas y las proteinas cristalinas (Yugay et al.
1996)"".

3. 4. Efecto del perdxido de hidrégeno

El perdxido de hidrogeno (H20,) es un componente normal del humor acuoso;
es un RLO y participa en la formacion de otros RLO. Se suele aceptar que los cambios
en la concentracién de H,O, en acuoso se relacionan con la cataratogénesis asociada a la
edad (Garcia Castineiras 1992)’®, sin embargo, otros autores encuentran lo contrario
(Sharma et al 1997)".

Se puede formar H,O, in vitro en presencia ascorbato (debido a esto, se ha
propuesto que, en determinadas circunstancias, el ascorbato pueda ser un prooxidante in
vivo y servir como fuente de H,0,), riboflavina y luz, o metales. Mediante un sistema
oxidativo catalizado por metal, peréxido de hidrégeno / i6n cobre (H,O./Cu?*; sistema
MCO), que genera radicales hidroxilo al actuar sobre proteinas cristalinas hidrosolubles
puede demostrarse proteolisis, polimerizacion proteica, formacion de bitirosinas y
pérdida de Trp; la accion del sistema se inhibe mediante Cys (1mM) y se modifica por
la presencia de aminoacidos libres en el medio (Suérez-Sanz et al. 1996b)%°. La
formacion de grupos carbonilo en las proteinas es un indicador de la modificacion por el

sistema MCO y del envejecimiento (Garland et al. 1988)%.

El epitelio cristaliniano es un potente degradante de H,O, in vitro (Giblin et al.
1990)% utiliza catalasa y glutation-peroxidasa, que funcionan a la vez.
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3. 5. Prooxidantes en el ojo

El superdxido puede reducir hierro a estado ferroso y éste reaccionar con H,O,

para formar radical hidroxilo.

El radical hidroxilo se forma, en el cristalino, por fotosensibilizacion o por
efecto Fenton. Puede alterar los residuos de Trp, His, Met y Cys (Garland et al. 1986)%.
Por otra parte, se ha visto, en proteina BSA, que se podian alterar también Asp, Asn,
Glu, GIn y Lys. Todas estas alteraciones inducen la agregacién proteica, sobre todo
mediante la formacion de enlaces no disulfuro (Davies 1987, Davies et al. 1987, Davies
et al. 1987b, Davies et al. 1987¢)3+%".

El efecto del radical hidroxilo en los diferentes residuos es el siguiente:

- Triptofano. Se forma N-formil-kinurenina, pero no induce agregacion
proteica.

- Tirosina. Induce la formacién de DOPA en mucha méas proporcién que la de
bitirosina. Los niveles de DOPA parecen ser los responsables de la
coloracion de las cataratas nigrae (Fu et al. 1998)".

- Histidina. Su afectacion parece necesaria para que aparezca agregacion. Su
proteccion (mediante dietil-pirocarbonato) inhibe la aparicion de enlaces
cruzados.

- Lisina. Su alteracién también parece intervenir en la agregacion, ya que su

proteccion (por maleilacion) también inhibe los enlaces cruzados.

Las proteinas oxidadas son mas acidas y pueden tener alteradas ciertas
caracteristicas conformacionales. Las familias de cristalinas mas afectadas son la o y la
9, seguidas por la 3; la menos afectada es la y. En la & cristalina se ve aumento de GIx y

Asx, y descenso de His y Arg.

La catarata nuclear es la méas relacionada con el ataque del radical hidroxilo
sobre las cristalinas (Fu et al. 1998)"%.
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3. 6. Mecanismos de proteccion

Al incubar cristalinos cataratosos humanos con membranas liposomales, se
produce una disminucién en la actividad de glutation-peroxidasa y un aumento de
dienos conjugados y sustancias TBA-reactivas (Babizhayev 1996)®. Estos productos
oxidativos ven disminuida su formacion en presencia de los protectores EDTA, SOD,

catalasa y hierro quelado.

El piruvato parece ser un protector del cristalino (Varma y Devamanoharan
1995b)®°. Su presencia minimiza la generacién de carbonilos inducidos por el dafio en
las proteinas cristalinas por los RLO (sobre todo por el radical hidroxilo). Por otra parte,
la adicién de piruvato aumenta el shunt de las hexosas-monofosfato, que protege del
dafio producido por estrés oxidativo. Se supone que la estimulacion del shunt se debe a
la formacion de NADP (piruvato+NADPH+H" — lactato+NADP), que actla como
cosustrato en las primeras reacciones formandose NADPH, que puede reducir el GSSG.
Ya que el piruvato es un metabolito glucolitico que tiene efecto antioxidante, se
entiende que se precisa un metabolismo normal del cristalino para mantener su
transparencia. Posiblemente, con la edad, haya disminucién de piruvato debido a la

disminucion de la glucolisis.

Se considera que el ascérbico, cuya concentracion intraocular es elevada, es un
sustrato primario de la proteccion ocular. Parece ser que el mecanismo de accion del
ascorbato en el ojo es degradar H,O, y consumir oxigeno, por lo que, en condiciones

normales, no seria un prooxidante sino un antioxidante.

El ascorbico puede aumentar la ferritina en las células del epitelio cristaliniano,
produciendo un efecto protector; por otra parte, el defecto de la sintesis de ferritina es
una anomalia de herencia dominante que cursa con catarata bilateral precoz (Goralka et
al. 1997)%.

Se ha visto que el dehidroascorbato (DHAA) protege al cristalino de ratas frente

al estrés oxidativo y la cataratogénesis in vitro (Varma y Devamanoharan 1995)°!. Estos
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efectos podrian deberse al ascorbato, que resulta de la reduccion de DHAA (Bendich et
al. 1995)%.

3. 7. Papel del metabolismo ocular de la vitamina C

Los productos del metabolismo y degradacion del ascorbato se han relacionado

con la cataratogénesis (Giangiacomo et al. 1996)%.

La tioltransferasa, el ascorbato, el GSH y la glutation reductasa se relacionan
con la proteccion del cristalino contra el dafio oxidativo (ver figura 2). La semi-DHAA
reductasa esta en el cortex cristaliniano pero pierde actividad en el cristalino cataratoso
(Bando y Obazawa 1990)%.

Radiaciones (semi-DHAA reductasa)
Oxigeno + Ascorbato — RL ascérbicos > Ascorbato
H20>
(Pérdida de un e
desapareado)
v (DHAAreductasay GSH)
Acido dicetoglulonico «————— DHAA > Ascorbato

Figura 2. Metabolismo del ascorbato.

3. 8. Importancia del glutation

Todas las enzimas requeridas para la sintesis y la degradacion de GSH han sido
detectados en el cristalino. Los niveles de GSH son elevados en el cristalino, pero

disminuyen con la edad y, sobre todo, con la aparicién de la mayoria de las formas de
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catarata (Kasuya et al. 1992)%. El nicleo cristaliniano, que tiene niveles més bajos de

GSH que el cortex, parece mas susceptible al dafio oxidativo (Berman 1991)*°.

La glutation peroxidasa cataliza la descomposicion de H,O, en presencia de
GSH. Se produce glutation oxidado (GSSG), resintetizandose el GSH a partir del
NADPH, el cual se genera principalmente a partir de la via de las pentosas-fosfato
(Berman 1991).

Tanto el acetil-tioéster como el etil-éster pueden aumentar el GSH (Nagasawa et
al. 1996)%.
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V. FUNCIONES DE LAS PROTEINAS CRISTALINAS

1. Funcidn estructural de las cristalinas

En el proceso evolutivo, muchas de las cristalinas de los vertebrados fueron
“reclutadas” a partir de enzimas ya existentes para ejercer un papel adicional, como

proteinas estructurales (Wistow y Piatigorsky 1987)".

Clasicamente, la Unica funcion atribuida a las proteinas cristalinas ha sido la

funcion estructural, permitiendo la transparencia y correcto indice de refraccion.

2. Estructura de la a cristalina

Las estructuras terciaria y cuaterniaria de las a cristalinas no se conoce
perfectamente porque, a pesar de los esfuerzos realizados, no se ha conseguido
cristalizar. Las a cristalinas dan lugar a complejos multiméricos heterogéneos de peso
molecular comprendido entre 300 y mas de 1000 kDa (Groenen et al. 1994)*. Se
compone de las subunidades o productos génicos aA y aB (cuyo peso molecular es de
20 kDa), y de productos derivados de modificaciones postraduccionales. Cada complejo
de o cristalina consta de unas 35 a 45 subunidades, existiendo 3 subunidades oA por
cada subunidad aB. ElI motivo por el que existe esta relacion 3:1 es porque ésta es la
combinacion més estable termodindmicamente, modificAndose su estructura secundaria
solo en un 10% al elevar experimentalmente la temperatura desde 25 hasta 50 °C
(Horwitz et al. 1999)%".

La estructura secundaria de la o cristalina incluye mucha lamina § y poca

hélice a.

En la estructura terciaria de la o cristalina se distinguen dos dominios (Wistow
1985)%:
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- Dominio N-terminal, formado a partir de un exén.
- Dominio C-terminal (con un brazo C-terminal expuesto), formado a partir de

dos exones.

La estructura cuaternaria de la o cristalina es objeto de controversia. Asi, se
ha sugerido que podrian existir mas de 1000 hibridos distintos de o cristalina (Siezen et
al. 1979)*, siendo las modificaciones postraduccionales un factor importante en la

heterogeneidad. Se han propuesto numerosos modelos de estructura cuaternaria:

a) Modelo de tres capas (Bindels et al. 1979)®. La capa interna estarfa formada

por oA, mientras que las otras dos capas lo estan por oA y aB. Las dos capas mas
externas estarian incompletas, para que fueran afiadiéndose subunidades de oA y aB
con la edad. Este modelo fue mejorado maés tarde, confirmandose que la subunidad oA

esta en las tres capas (Siezen et al. 1980)*®.

b) Modelo micelar (Augusteyn y Koretz 1987)'°". Propone que la o cristalina se

comporta como una proteina micelar, es decir, con la zona hidréfoba situada

centralmente confiriendo estabilidad.

c) Modelo de la “ac cristalina” (Walsh et al. 1991)!%% Propone un modelo de

tres capas, que representa a una proteina inestable termodindmicamente denominada o.c
(aumentando la temperatura del medio de modo no fisiologico, demuestra la aparicion
de pequefios oligdmeros més termoestables, a los que denomina am). La ac cristalina

tendria un total de hasta 42 subunidades y un peso de unos 800 kDa:

- Capa interna (12 subunidades). Es micelar. Su simetria es cuboctaédrica.
Deja espacio a 6 subunidades mas.

- Capa media (6 subunidades). Completa la estructura micelar de la capa
interna (sus zonas hidréfobas se orientan hacia la regién mas interna). Tiene
simetria octaédrica.

- Capa externa (hasta 24 subunidades). Los contactos entre subunidades son

principalmente polar-polar; parte de la cara hidrofébica de cada subunidad
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tiende a estar hacia el interior de una estructura trimerica y el resto de la
cara hidrofobica hacia fuera y en la superficie de la capa externa. La union
de las subunidades es labil (se separan con calor o urea), confirmando la
disminucion de peso molecular de la o cristalina que se habia observado

previamente al exponerla al calor (Tardieu et al. 1986)'%,

d) Modelo de las dos isoformas (Wistow 1993)!%*. Propone dos isoformas

posibles: cubo de seis caras (24 subunidades) y dodecaedro rémbico de 12 caras (48
subunidades). En cada cara habria 4 dominios C-terminal de 4 subunidades; los
dominios N-terminal se situarian en el interior. Recientemente se ha sugerido una

conformacién variable y dindmica para la o cristalina (Horwitz et al. 1999)°".

3. Estructura de las cristalinas By y

La secuencia de la familia de las B cristalinas tiene un 30% de homologia con la
de la familia de las y. Los miembros la superfamilia de las B y y cristalinas se pliegan
creando dos dominios, cada uno de los cuales se pliega en dos motivos con forma de
grecas. Cada una de estos motivos consiste en 40 residuos de aminoacidos, que se
pliegan en cuatro hebras consecutivas antiparalelas, denominadas a, b, ¢ y d (Slingsby y
Clout 1999)%.

Las distintas B cristalinas se diferencian de las y cristalinas en que aquellas

tienen largas extensiones N-terminales (Jong et al. 1994)%.

La B cristalina predominante es la fB2. Forma un homodimero $B2-BB2 en
solucién y un tetramero cristalizada cuando se mezclan soluciones de B2 y BB3. Se
forman heterodimeros BB2-BB3 a partir de homodimeros BB2-B2 y BB3-BB3 (Slingby
1994)'%. E| heterodimero es termodindmicamente més favorable que los homodimeros.
Se supone que, aunque parezca que solo hay dimeros en solucién, habria también

niveles significativos de mondmeros y en equilibrio con los dimeros.
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Se han propuesto diferentes hipotesis de asociacion de las B cristalinas, basadas

en interacciones dimero-tetramero y tetramero-tetramero (Slingsby et al. 1997)'%".

Los dominios de las v cristalinas de una misma cadena interaccionan entre si de

modo simétrico, dejando entre ambos un conjunto de residuos hidrofdbicos.

4. Proteinas de choque térmico

Las proteinas de choque térmico o HSP (heat shock proteins) son proteinas
producidas por induccion de determinados genes mediante choque térmico y otras
situaciones de estres.

Segun su peso molecular, se distinguen las siguientes HSP:

- HSP pequefias o small HSP (sHSP). Familia de 15-30 kDa. Hay organismos

con sélo un tipo de sHSP (pollo, levadura) y otros con hasta treinta (plantas).
Forman agregados denominados Granulos de Choque Térmico. Se supone
que participan en interacciones proteina-proteina y en la termotolerancia

adquirida.

- HSP 60, HSP 70 y HSP 90. Son caperonas moleculares que ayudan en el

plegado y translocacion de polipéptidos.

La region promotora de las sSHSP tiene un Elemento de Choque Térmico o Heat
Shock Element (HSE). A elevadas temperaturas (0 ante determinadas fases del
desarrollo, como se ha visto en D. melanogaster), un Factor de Choque Térmico o Heat
Shock Factor (HSF) se une al HSE, activando la transcripcion. La region promotora que
participa en la activacion de la transcripcion por calor es completamente distinta a la
que participa en la activacion en otras fases del desarrollo. EI HSE tiene, al menos, tres
unidades de 5 pares de bases (pb) que alternan NGAAN y NTTCN. En la region

promotora de la aB cristalina hay una unidad de 5 pb entre las posiciones -39 y -53, y
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dos entre la —=376 y la —385. EI HSF es un trimero. Se supone que cada mondmero se
une a cada unidad de 5 pb del HSE.

En situaciones de estrés los agregados que forman las SHSP son mayores, y las

proteinas pasan del citoplasma al nicleo o zona perinuclear; con la recuperacion de la

situacion basal vuelven al citoplasma.

5. Lafamilia de las o cristalinas como sHSP

En 1982, se describio la existencia de una notable homologia de las a. cristalinas

con las sHSP (Ingolia y Craig 1982)'%.

Casi diez afios mas tarde se demostro que la aB cristalina es una sHSP
(Klemenz et al. 1991)'®. Para ello, se demostré cémo se acumula a.B cristalina en las
células de raton NIH3T3 sometidas a hipertermia u otras situaciones de estrés. Las

conclusiones a las que se lleg6 fueron:

- La aB cristalina se acumula bajo situaciones de estrés.

- La aB cristalina y las proteinas inmunorreactivas de células tratadas con
choque térmico comigran, sugiriendo que son la misma sustancia.

- La aB cristalina forma particulas de 17 S en fibroblastos.

- Lafuncion del promotor de la aB cristalina se activa por calor.

Se supone que la a cristalina, al tener funcion de caperona, ve estabilizada su
estructura durante afios, evitando la necesidad de un recambio (las cristalinas formadas
se van acumulando en el cristalino pero no se renuevan) y permitiendo tolerar el estrés
(Groenen et al. 1994)*. Ademas, las propiedades fisicas de la a.B cristalina permiten

que pueda formar agregados ordenados y que éstos sean transparentes.

Parece ser que es el conjunto de 100 residuos situados en el extremo C-terminal

de la a cristalina la zona mas homéloga con las SHSP (Slingsby y Clout 1999)%.
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El choque térmico induce la expresion de la aB cristalina en células como las
NIH3T3 de raton. Sin embargo, no ocurre asi en el epitelio cristaliniano. Se supone que
el gen de la aB cristalina estd expresado al maximo en estas células (por eso hay tanta
oB) y que, por tanto, en este lugar no pueden aumentar mas por un choque térmico. Las
fibras cristalinianas no pueden responder al choque térmico porque no tienen nucleo,

aunque las fibras son vulnerables al estrés de su entorno.

6. Actividad tipo caperona molecular de la o cristalina

Las caperonas moleculares impiden la pérdida de estructura tridimensional
correcta, evitando asi la formacion de estructuras incorrectas. Asi, se produce una

interaccion con una proteina desplegada o desnaturalizada, favoreciendo su plegamiento

o evitando que forme grandes agregados (Das et al. 1999)'.

Existen diversas caperonas moleculares:

- SHSP: HSP25, HSP27.
- HSP grandes: GroEL/HSPp60, HSP70, HSP9O0.

La a cristalina funciona como una caperona molecular, evitando la agregacion
térmica de las demas proteinas cristalinas (B y y cristalinas) y de otras proteinas (Lee et
al. 1997)™.

La o cristalina pliega las cristalinas  y y desplegadas y evita las interacciones

proteicas no deseadas y su desnaturalizacion.

Ademés de proteger a las cristalinas  y y (Boyle y Takemoto 1994)*2 la a

cristalina puede unirse a:

- Proteinas de membrana.
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- Proteinas del citoesqueleto (actina, desmina, vimentina). La o cristalina
inhibe, in vitro, la polimerizacién de la actina y la unién vimentina-GFAP
(proteina &cida gliofibrilar). Los filamentos intermedios podrian ser un lugar
diana fundamental en la actividad caperona de la oB cristalina en el
cristalino (Muchowski et al. 1999)*3. Se supone que los protegeria de
posibles interacciones no covalentes que ocurren cuando se aproximan

mucho los filamentos entre si (Perng et al. 1999)**.

La proteccion que confiere la o cristalina ocurre sélo a mas de 30 °C (proteccion
casi total a 55 °C). La curva proteccion-temperatura es sigmoide, sugiriendo una
alteracion estructural. Se supone que la proteccion que ofrece la o cristalina se consigue
proporcionando o aumentando superficies hidrofobas en lugares apropiados mediante

una modificacién de la estructura cuaternaria (Walsh et al. 1991)"%2

Parece ser que la aB cristalina tiene mas accion protectora ante la agregacion no
térmica. Sin embargo, cuando la agregacion es dependiente de la temperatura
(aumentando ésta experimentalmente) la oA cristalina actla antes que la aB cristalina
(45 °C frente a 50 °C) (Datta y Rao 1999)'*°,

Las caperonas moleculares pueden establecer una unién con las proteinas
parcialmente desnaturalizadas que es reversible afiadiendo ATP. Sin embargo, esta
reversibilidad no ocurre con las o cristalinas (no es raro, ya que hay relativamente poco

ATP en las fibras cristalinianas) (Muchowski et al. 1999b)**°.

Con la edad se van formando complejos de o cristalina con proteinas
parcialmente desnaturalizadas. Ademés, la o cristalina restante va perdiendo la
capacidad protectora, con lo que avanza la cataratogenesis. La formacion de puentes
disulfuro en la aA cristalina se ha relacionado con la disminucion de la actividad

caperona que ocurre con la edad (Cherian-Shaw et al. 1999)*".
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Varios autores analizan las zonas de la o cristalina que podrian estar implicadas
en su actividad caperona (Muchowski et al. 1999b, Crabbe y Goode 1994, Lindner et al.
1998, Derham y Harding 1999)*16-118-120;

- Regién C-terminal. Puede ser importante en la proteccion de las proteinas

frente al choque térmico, interviniendo en el plegamiento proteico como
caperona, uniéndose a residuos cargados de modo opuesto. Las interacciones
entre péptidos con accion caperona y los péptidos desplegados son no

covalentes.

- Region N-terminal. Las interacciones que conducen a la agregacion ocurren

en esta regién, ya que contiene un sitio hidrofébico importante para formar
agregados. Este sitio contiene la secuencia homodloga mayor entre aA 'y oB
(larga, hidrofdbica y rica en Phe: RLFDQFF); esta secuencia es similar en
distintas sHSP. En la agregacién, se supone que las interacciones son
hidrofdbicas y relacionadas con la secuencia RLFDQFF.

- Core. Determinados residuos situados en el core de la aB cristalina podrian

ser fundamentales en su actividad caperona.

La proteccion caperona de la o cristalina depende de la temperatura,
determinados cofactores, concentracion proteica y modificaciones postraduccionales
(Raman y Rao 1994)'?'. La modulacién de la actividad caperona de la o cristalina ha
sido estudiada mediante o cristalina bovina in vitro, habiéndose analizado la influencia
de metabolitos celulares comunes, como la pantetina y el glutation (Clark y Huang
1996)*%,
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VI. CAMBIOS EN LAS PROTEINAS CRISTALINAS ASOCIADOS A LA EDAD

1. Generalidades

La edad estd intimamente asociada a la cataratogénesis. Con la edad, las
cristalinas o, B, y vy pierden solubilidad y estabilidad, lo que se traduce en una alteracion
en la normal refraccién de los rayos de luz y en la formacion de la catarata (Slingsby et
al. 1997)*".

El primer cambio asociado al envejecimiento es una conversion gradual de las
proteinas que, de pertenecer al grupo de proteinas WS, pasan a pertenecer, debido a
modificaciones postraduccionales y cambios en la sintesis proteica, al grupo WI (Zigler
y Goosey 1981)™. De este modo, se pasa del 3% de proteinas insolubles en el cristalino
humano de 10 afios al 40% en el cristalino sin catarata de 80-90 afios y a mas del 70% si
existe ésta (Clark et al. 1969)'?%. Las modificaciones postraduccionales se producen,
principalmente, en el nicleo del cristalino, mientras que los cambios en la sintesis

proteica son predominantemente corticales (Harding y Dilley 1976)**.

El cristalino afioso tiene aumento de peso, grosor, coloracién, “fluorescencia no-

triptéfano”, contenido en carbonilos (Suérez-Sanz et al. 1996)'%

y absorbancia de luz
(la absorbancia de luz de menos de 400 nm es doble a los 76 afios que a los 42)
(Horwitz et al. 1999)”. Ademés, se consideran cambios asociados al envejecimiento los
siguientes: formacion de puentes disulfuro, entrecruzamiento intermolecular covalente
no disulfuro, acumulacién de agregados HMW, produccién de fotosensibilizantes y
radicales libres, proteolisis de cadenas polipeptidicas y glicacién no enzimatica (Berman

1991)*,

2. Familia de las ¢ cristalinas

La perdida de las cristalinas solubles de 10-22 kDa se considera como una

alteracion ligada al envejecimiento. Hacia los 40-50 afios se produce una desaparicion
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abrupta de la a cristalina soluble en agua en el nucleo del cristalino, lo cual refuerza la
idea de la existencia de una funcion adicional para las o cristalinas aparte de la
estructural (Horwitz et al. 1999)”. En la corteza cristaliniana el descenso en la
concentracion de o cristalina es gradual. Se va produciendo un aumento en la

proporcion oB / oA (Ma et al. 1998)*.

Paralelamente a la disminucion de o cristalina soluble se van creando agregados
HMW, formados principalmente por cadenas polipeptidicas de a cristalina. Esto ocurre
inicialmente en el ndcleo del cristalino (Spector 1984)*. Los enlaces que se crean en el
interior de los agregados son no covalentes, es decir, enlaces débiles que pueden

deshacerse mediante detergentes y otros agentes (Berman 1991).

3. Superfamilia de las cristalinas B y y

La concentracién de las cristalinas B y y en el nlcleo cristaliniano se reduce en
casi un 50% entre los 10 y los 50 afios de edad existiendo, al igual que lo que ocurre con

las o cristalinas, un descenso gradual en el cortex (Horwitz et al. 1999)%.

La BB2 cristalina, que es la mas abundante del grupo de las B cristalinas, se
forma en las fibras cristalinanas neoformadas durante toda la vida, pero las fibras mas
proximas al ndcleo ven reducida su concentracion paulatinamente. Debido a la
proteolisis de la region N-terminal se produce un descenso, asociado a la edad, del peso
molecular de la BB2 cristalina, que pasa de 26 a 22-23 kDa (Takemoto et al. 1987)'%°.
El aumento de edad también se asocia con un descenso en la concentracion de B3
cristalina, que es un componente fetal importante, pero casi inapreciable en cristalinos
humanos de més de 3 afios de edad (Ma et al. 1998)*®. Ademas, disminuyen dos
polipéptidos presentes en la fraccion de las B cristalinas, de 27 y 29 kDa

(presumiblemente BB1 cristalina), respectivamente (Alcala et al. 1988)'%".

Las fraccion de las y cristalinas se vuelve mas heterogénea y &cida cuanto mayor

es la edad del cristalino estudiado. Se producen modificaciones covalentes, que podrian
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ser debidas a proteasas, cambios oxidativos o ambas (Berman 1991)*. La
insolubilizacion creciente de las y cristalinas se ha relacionado con la pérdida de grupos
sulfhidrilo; con el correspondiente aumento de enlaces disulfuro en cristalino bovino,
pero no en cristalino humano (Yu et al. 1988)*%. Con la edad, aumenta la proporcién yS

/yC (Ma et al. 1998)*.

4. Polipéptidos degradados

Con SDS-PAGE se ve que aumenta la cantidad de polipéptidos degradados en
las tres fracciones proteicas. Primero aparecen en la fraccion WS (en cristalinos de 10-
30 afios), después en WI-US vy, por ultimo, en WI-UI. Separando, en cristalinos de 50
afios, los polipéptidos degradados mediante HPLC, se distinguen cinco tipos, con un
peso molecular situado entre 3 y 18 kDa. Se supone que los polipéptidos degradados
(proteolisis de las cristalinas) de WS y WI se polimerizan con la edad y forman

agregados HMW, lo que conduce a su insolubilizacién (Srivastava 1988)'%°.
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OBJETIVOS

Conocer los siguientes aspectos del desarrollo postnatal de las proteinas
cristalinas del cerdo, entre 0,5 y 97 meses, independientemente de la formacion de

catarata:

1.  Analizar la agregacion proteica que ocurre con la edad en la fraccion soluble en
agua a partir del porcentaje que representa esta fraccion respecto del total de
proteinas del cristalino.

2. Estudiar la oxidacion proteica y su variacion con la edad mediante cuantificacion
de grupos carbonilo.

3. Conocer el porcentaje que representa cada subfraccion GF-HPLC respecto del
total de la fraccion soluble en agua y su variacion entre las edades mencionadas.

4.  Estudiar la agregacion proteica que ocurre con la edad de modo indirecto,
mediante el estudio de la fluorescencia no triptéfano en cada subfraccion.

5. Estudiar el ataque fotooxidativo al triptéfano que ocurre con la edad, estudiando

la fluorescencia debida al triptéfano en cada subfraccion.
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I. MATERIAL

1. Sustancias quimicas

Las sustancias quimicas fueron adquiridas a Sigma Chemical Company, Bio-Rad
y Merck. Todos los reactivos fueron de la maxima calidad analitica disponible.

2. Animales empleados

Se sacrificaron 17 cerdos (Sus domesticus) pertenecientes a la raza minipig en el
momento de la extraccion de sus cristalinos. Habian sido criados en una granja de
produccion animal y controlados a través de su laboratorio. Las edades de los animales
utilizados estaban comprendidas entre 0,5 a 97 meses, pudiendo diferenciarse en los

grupos siguientes, segtn el criterio de Bustad (Bustad 1980)*%°

y subdividiendo el grupo
de adultos jovenes: Inmaduros (desde el nacimiento hasta 10 meses); Adultos jovenes
(de 10 a 48 meses), Precoz (de 10 a 25 meses), Tardio (de 25 a 48 meses); y Mediana

edad (de 48 a 97 meses).

3. Obtencion de los cristalinos porcinos

Se obtuvieron los cristalinos de los cerdos mediante extraccion extracapsular, a
través de una capsulorrexis circular continua, procurando obtener, junto al ndcleo, todo
el cortex posible. Se conservaron en suero fisioldgico y almacenaron a — 40 °C hasta que

fueron procesados.

En la mayoria de los casos se extrajeron ambos cristalinos. En algunos de estos
se analizaron conjuntamente ambos, debido a la escasez de la muestra; en estos
animales, para su posterior analisis, se ha considerado que el cristalino es unico.

Finalmente el nimero de muestras fue de 24 (n = 24).
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Il. METODOS

1. Preparacion de los cristalinos

Los cristalinos fueron homogeneizados en 1,5 ml de solucion tampon estandar a
4 °C (fosfato sédico 50mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol 0,1 mM y 0,02% de acida sodica;

pH 7) usando un homogeneizador de Dounce con émbolo de vidrio.

Los homogeneizados fueron centrifugados a 30.000 g durante 20 minutos a 4 °C.
Se recogieron los sobrenadantes y se dializaron frente a agua destilada durante la noche,
usando una membrana de Spectra / Por Mwco:3500. Los dializados conseguidos
constituyen la fraccion proteica soluble en agua o water soluble (WS); se almacenaron a

— 40 °C hasta su posterior analisis.

2. Cromatografia liguida de alta resolucion con filtracion en gel (GF-HPLC)

Las fracciones WS fueron analizadas mediante filtracion en gel en un sistema
HPLC equipado con una bomba tipo Kontron Pump 420 y un formador de gradientes
Gradient Former 425, ambos de Kontron, usando una columna Bio-Silect SEC-125 (300
X 7,8 mm) conectada en serie con una columna protectora Bio-Silect 125 (50 x 7,8 mm),

ambas de Bio-Rad.

Las elucion de las muestras se realizO empleando una solucion tampon
compuesta por fosfato sodico 0,1 M, cloruro sodico 0,15 M, &cida sddica 0,01 M; pH

6,8, y con un flujo de 1 ml / minuto.
Para la deteccion se han empleado un espectrofotometro UV-Vis con deteccion

simultanea a dos longitudes de onda diferentes, modelo Kontron 430, y un detector de

fluorescencia Kontron SFM 25, conectados en serie.
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La absorbancia de las proteinas se midié a 280 nm. Para la medicion de la
fluorescencia debida al triptéfano se emplearon fracciones WS de 10 ug de proteina,
con una longitud de onda de excitacion de 280 nm y una de emision de 345 nm. Para
valorar la fluorescencia no debida al triptofano se emplearon alicuotas de 200 pg de
proteina, con una longitud de onda de excitacion de 345 nm y una de emision de 420

nm.

La obtencion de los pardmetros cromatograficos que han permitido la
caracterizacion de las fracciones cromatogréaficas en funcion de sus pesos moleculares,
asi como la integracion de las areas situadas bajo los picos y los hombros de los
cromatogramas, obtenidos a partir de los andlisis espectrofotométricos y fluorométricos,
se ha basado en la utilizacion del programa Kontron Data System 450-MT2, también

utilizado para el control de los modulos del sistema cromatografico.

En cada fraccion WS se separaron las siguientes subfracciones, caracterizadas

por su peso molecular:

Primera fraccion (aH): 276 kDa.
Segunda fraccion (BH): 135 kDa.

S

o

Tercera fraccion (intermedia): 62 kDa.

Cuarta subfraccion (BL): 37 kDa.

o

Quinta subfraccién: 9 kDa.

f. Sexta subfraccion: 5 kDa.

3. Valoracion de grupos carbonilo

El contenido en grupos carbonilo de las proteinas se ha cuantificado utilizando
como reactivo dinitrofenilhidracina (DNPH), segin un método ya descrito por otros
autores (Oliver et al. 1987)**!. La absorbancia se determind a 370 nm mediante un
espectrofotometro modelo Uvikon 930 de Kontron, y la expresion molar del contenido
en derivados de DNPH se obtuvo empleando un coeficiente de extinciébn molar de
21,0/mM cm.
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4. Cuantificacion de proteinas

La valoracion de proteina se ha realizado por espectrofotometria, empleando un
espectrofotdbmetro modelo Ultrospec 2000 de Pharmacia Biotech. Se ha usado un kit
suministrado por Bio-Rad. La absorbancia se ha medido a 700 nm.

5. Analisis estadistico

Se han dividido las muestras estudiadas en cuatro grupos segun su edad: de 0,5 a
10 meses (grupo 1), de 20,5 a 24 meses (grupo 2), de 31 a 48 meses (grupo 3) y de 65 a
97 meses (grupo 4). Se han elegido estos grupos por corresponder a las divisiones de la

vida del cerdo, descritas previamente por otro autor (Bustad 1980)*%.

La comparacion de la media de los diferentes parametros entre los cuatro grupos

fue realizada mediante tests de Kruskal-Wallis y de Bonferroni, utilizando el programa
estadistico SPSS.
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I. FRACCCION SOLUBLE EN AGUA

1. Estadistica descriptiva

Se han obtenido las fracciones solubles en agua (WS) de las distintas muestras
cristalinianas (ver tabla 2). La media de todas las muestras es de 67,7%, con una
desviacion estandar (DS) de 12,71, un valor méximo y minimo de 95,4 y 46,13%

respectivamente, y una mediana de 64,46%.

Edad % de WS Edad % de WS
0,5 69,6 31 62,04
5 58,4 32 56,23
7,5 66,4 32 46,13
10 95,4 45 73,40
20°5 78,28 48 55,81
20’5 70,73 65 84,1
21 73,13 66 87,7
21 82,51 69 71,94
21°5 61,56 72 60,82
21°5 84,41 72 61,97
24 54,59 97 54,36
31 62,52 97 52,76

Tabla 2. Fraccién soluble en agua (WS).

Posteriormente, se han dividido en cuatro grupos segun su edad (grupo 1 de 0,5
a 10 meses; grupo 2 de 20,5 a 24 meses; grupo 3 de 31 a 48 meses; y grupo 4 de 65 a 97

meses) (ver tabla 3).
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Grupos N Media DS Min. Max. Mediana

1 4 7245 16,01 584 954 68

2 7 72,17 10,99 54,59 84,41 73,13
3 6 59,36 9,074 46,13 734 59,14
4 7 6766 13,95 52,76 87,7 61,97

Tabla 3. Fraccion soluble en agua (WS).

2. Estadistica analitica

Se ha realizado un test de Kruskal-Wallis para comparar la media de los cuatro

grupos, obteniéndose p = 0,396.
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Il. CONTENIDO EN GRUPOS CARBONILO

1. Estadistica descriptiva

Se ha medido el contenido en grupos carbonilo (hnmol / mg proteina) de las
distintas muestras cristalinianas (ver tabla 4). La media de todas las muestras es de 7,92
nmol / mg proteina, con una DS de 1,13, un valor maximo y minimo de 10,76 y 5,17

nmol /mg proteina respectivamente, y una mediana de 8,02 nmol / mg proteina.

Edad Contenido Edad Contenido

Carbonilo Carbonilo
0,5 8,27 31 7,8
5 7,19 32 7,27
7,5 6,47 32 6,79
10 8,34 45 8,19
20,5 7,54 48 8,06
20,5 8,33 65 7,98
21 7,89 66 8,62
21 8,35 69 7,22
21,5 10,13 72 6,95
21,5 10,76 72 517
24 8,55 97 8,82
31 8,2 97 7,15

Tabla 4. Contenido en grupos carbonilo.
A continuacién, se han dividido en cuatro grupos segun su edad (grupo 1 de 0,5

a 10 meses; grupo 2 de 20,5 a 24 meses; grupo 3 de 31 a 48 meses; y grupo 4 de 65 a 97
meses) (ver tabla 5).
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Grupos N Media DS Min. Max. Mediana
1 4 757 090 647 834 7,73
879 119 754 10,76 8,35
7,72 057 6,79 872 7,93
742 123 517 8,82 7,22

2
3
4

~N o

Tabla 5. Contenido en grupos carbonilo.

2. Estadistica analitica

Se ha realizado un test de Kruskal-Wallis para comparar la media de los cuatro
grupos, obteniéndose p = 0,166.
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I11. CONTENIDO EN PROTEINA

1. Estadistica descriptiva

Tras separar mediante HPLC cada fraccion WS en cinco subfracciones
caracterizadas por su peso molecular, se ha medido el contenido en proteina de las
distintas subfracciones, indicando el porcentaje que representa cada subfraccion
respecto a su fraccion WS correspondiente (ver tabla 6). La media de todas las muestras
es de 27,95% para la primera subfraccién (con una DS de 3,91, un valor maximo y
minimo de 37,48 y 21,89% respectivamente, y una mediana de 27,4%), 25,58% para la
segunda subfraccion (con una DS de 3,5, un valor maximo y minimo de 35,12 y
21,17% respectivamente, y una mediana de 24,86%), 8,82% para la tercera subfraccién
(con una DS de 2,37, un valor maximo y minimo de 14,21 y 5,72% respectivamente, y
una mediana de 8,18%), 18,76% para la cuarta subfraccion (con una DS de 4,33, un
valor maximo y minimo de 24,73 y 8,39% respectivamente, y una mediana de 19,6%),
9,6% para la quinta subfraccion (con una DS de 3,32, un valor maximo y minimo de
14,25 y 2,07% respectivamente, y una mediana de 10,62%) y 9,26% para la sexta
subfraccion (con una DS de 2,3, un valor maximo y minimo de 15,33 y 5,42%

respectivamente, y una mediana de 9,32%).
Posteriormente, se han dividido en cuatro grupos segun su edad (grupo 1 de 0,5

a 10 meses; grupo 2 de 20,5 a 24 meses; grupo 3 de 31 a 48 meses; y grupo 4 de 65 a 97

meses) (ver tablas 7-11).
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Edad

0,5

7,5
10
20,5
20,5
21
21
21,5
21,5
24
31
31
32
32
45
48
65
66
69
72
72
97
97

Porcentaje del total de proteinas

oH
25,07
29,28
32,86
33,26
22,44
24,97
22,47
27,4
25,26

25
37,48
30,49
29,45
31,49
27,34
24,15
30,11
29,64
32,45
25,2
26,27
29,42
21,89
27,4

BH
35,12
25,61
24,62
22,92
25,39
23,06
24,1
21,17
22,17
23,94
26,39
24,35
25,1
25,95
24,4
25,59
32,96
23,34
22,32
25,7
30,14
21,20
29,52
28,75

IM
13,98
14,21
10,38
10,74
7,87
7,77
7,38
6,4
7,69
8,11
7,82
9,6
8,9
6,27
6,77
8,91
5,8
5,72
7,69
8,4
12,71
11,58
8,24
8,72

BL
8,39
14,12
15,95
18,93
21,99
22,73
24,21
22,86
24,73
24,25
14,35
20,65
22,14
21,3
22,57
21,53
17,03
20,26
16,85
17,8
13,03
15,47
15,94
13,18

9kDa
2,07
4,51
4,81
3,58
12,04
11,23
10,64
12,27
11,39
9,5
6,62
7,39
8,1
9,3
11,24
12,63
8,65
12,2
11,21
10,6
9,27
12,75
14,25
14,24

5kDa
15,33
12,24
11,34
10,54
10,24
10,17
11,18
9,87
8,74
9,18
7,3
7,5
6,26
5,67
7,61
7,17
5,42
8,81
9,46
12,3
8,55
9,54
10,14
7,67

Tabla 6. Contenido en proteina.
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Grupos N Media

oH BH IM BL 9kDa 5kDa
4 30,12 27,07 12,33 14,35 3,74 12,36
7 26,43 23,75 7,58 22,16 10,53 9,53
6 2884 2639 7,71 20,87 955 6,6
7 27,47 2585 9,01 16,08 12,07 95

A W N e

Tabla 7. Media del contenido en proteina.

Grupos N DS

aH BH IM BL 9kDa 5kDa
1 4 381 548 2,05 444 123 21
2 7 517 18 056 358 195 1,26
3 6 2,68 3,18 161 2 2 095
4 7 3,44 3,67 238 255 1,86 147

Tabla 8. DS del contenido en proteina.

Grupos N Min.

aH PBH IM pBL 9kDa 5kDa
4 2507 22,92 10,38 8,39 2,07 1054
7 2244 2117 64 1435 662 7.3
6 24,15 2435 58 17,03 7,39 542
7 21,89 212 572 13,03 927 7,67

A w N R

Tabla 9. Valor minimo del contenido en proteina.
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Grupos N Max.

oH BH IM BL 9kDa 5kDa
4 33,26 35,12 14,21 18,93 4,81 15,33
7 37,48 26,39 8,11 24,73 12,27 11,18
6 31,49 3296 9,6 2257 12,63 7,61
7 32,45 30,14 12,71 20,26 14,25 123

A W N e

Tabla 10. Valor méximo del contenido en proteina.

Grupos N Mediana

oH BH IM BL 9kDa 5kDa
4 31,07 25,12 12,36 15,04 4,05 11,79
7 25 2394 7,77 22,86 11,23 9,87
6 29,78 2535 7,84 21,42 898 6,72
7 274 257 84 1594 122 9,46

A ow N R

Tabla 11. Mediana del contenido en proteina.

2. Estadistica analitica

Para cada subfraccion, se ha realizado un test de Kruskal-Wallis para comparar

la media del contenido de proteina de cada uno de los cuatro grupos, obteniéndose:

a.  Primera subfraccion: p = 0,284.
b.  Segunda subfraccién: p = 0,356.
c.  Tercera subfraccion: p = 0,024.
d.  Cuarta subfraccién: p = 0,004.
e.  Quinta subfraccion: p = 0,007.

f.  Sexta subfraccién: p = 0,001.
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En aquellas subfracciones en las que la media de los distintos grupos es distinta

(p < 0,05) se ha aplicado el test de Bonferroni, para conocer exactamente qué grupos

son los que tienen distinta media entre si. Se indican s6lo los valores estadisticamente

significativos, con la media de las diferencias (MD), el error estandar (ES) y el intervalo
de confianza 95% (IC).

a. Tercera subfraccion.

Grupos 1y 2: distintos (p = 0,002; MD =4,75; ES=1,1;IC =153y
7,97).
Grupos 1y 3: distintos (p = 0,003; MD =4,62; ES=1,13;IC=131y
7,93).
Grupos 1y 4 : distintos (p = 0,04; MD =3,32; ES=11;IC=0,1y
6,53).

b. Cuarta subfraccion.

Grupos 1y 2: distintos (p = 0,04; MD =7,81; ES=1,96; IC = 2,08 y
13,54).
Grupos 1y 3: distintos (p = 0,025; MD =6,52; ES =2,02; IC=0,62 y
12,42).
Grupos 2y 4 : distintos (p = 0,01; MD =6,08; ES=167;IC=12y
10,97).

¢. Quinta subfraccion.

Grupos 1y 2: distintos (p < 0,001; MD =6,78; ES=1,16; IC=34y
10,17).

Grupos 1y 3: distintos (p = 0,001; MD =5,81; ES=1,19;IC=232Yy
9,3).

Grupos 1y 4 : distintos (p < 0,001; MD =8,33; ES=1,16; IC=4,95y
11,72).

d. Sexta subfraccion.

Grupos 1y 2: distintos (p = 0,027; MD =2,84; ES=0,89; IC=0,24y
5,44).
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Grupos 1y 3: distintos (p < 0,001; MD =5,76; ES=0,91; IC=3,08y
8,44).

Grupos 1y 4 : distintos (p = 0,025; MD =2,87; ES=1,89; IC=0,27y
5,47).

Grupos 2 y 3: distintos (p = 0,008; MD =2,92; ES=0,79; IC=0,61y
5,23).

Grupos 3y 4: distintos (p = 0,009; MD =2,89; ES=0,79; IC=0,58y
5,2).
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IV. FLUORESCENCIA NO TRIPTOFANO

1. Estadistica descriptiva

Se ha medido la intensidad de fluorescencia no triptéfano (FNT; unidades
fluorescencia / ug proteina) en las distintas subfracciones (ver tabla 12). La media de
todas las muestras es de 0,2802 F/ug para la primera subfraccion (con una DS de
0,15769, un valor maximo y minimo de 0,67 y 0,07 F/ug respectivamente, y una
mediana de 0,2445 F/ug), 0,2216 F/ug para la segunda subfraccion (con una DS de
0,11332, un valor méximo y minimo de 0,46 y 0,05 F/ug respectivamente, y una
mediana de 0,222 F/ug), 0,1529 F/ug para la tercera subfraccion (con una DS de
0,10475, un valor maximo y minimo de 0,02 y 0,4 F/ug respectivamente, y una mediana
de 0,1315 F/ug), 0,1154 F/ug para la cuarta subfraccion (con una DS de 0,06591, un
valor maximo y minimo de 0,32 y 0,03 F/ug respectivamente, y una mediana de 0,105
F/ug), 0,0895 F/ug para la quinta subfraccion (con una DS de 0,04707, un valor
maximo y minimo de 0,21 y 0,02 F/ug respectivamente, y una mediana de 0,088 F/ug)
y 0,0646 F/ug para la sexta subfraccion (con una DS de 0,04922, un valor méximo y

minimo de 0,23 y 0,01 F/ug respectivamente, y una mediana de 0,056 F/ug).
Posteriormente, se han dividido en cuatro grupos segun su edad (grupo 1 de 0,5

a 10 meses; grupo 2 de 20,5 a 24 meses; grupo 3 de 31 a 48 meses; y grupo 4 de 65 a 97
meses) (ver tablas 13-17).
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Edad Fluorescencia no triptéfano
aH BH IM BL 9kDa 5kDa
0,5 0,07 0,05 0,02 0,04 0,03 0,02
5 01 0,08 0,03 0,03 0,03 0,01
75 0,08 0,09 0,04 0,04 0,02 0,02
10 0,22 0,1 0,05 0,04 0,05 0,02
205 0,22 0,15 0,10 0,1 0,21 0,09
205 0,2 0,24 0,15 0,1 0,22 0,08
21 0,17 0,13 0,09 0,08 0,11 0,08
21 0,16 0,13 0,11 0,09 0,09 0,07
215 0,2 0,16 0,09 0,07 0,05 0,04
215 0,21 0,18 0,09 0,09 0,12 0,01
24 0,29 0,24 0,16 0,10 0,05 0,04
31 04 0,28 0,24 0,13 0,07 0,05
31 0,32 0,26 0,13 0,11 0,06 0,05
32 0,26 0,27 0,22 0,14 0,08 0,06
32 0,29 0,26 0,18 0,14 0,12 0,1
45 0,17 0,15 0,09 0,07 0,05 0,05
48 0,34 0,20 04 0,13 0,09 0,04
65 0,23 0,25 0,16 0,11 0,11 0,07
66 0,38 0,38 0,32 0,22 0,12 0,15
69 0,3 0,30 0,11 0,24 0,11 0,08
72 0,49 0,24 0,14 0,15 0,08 0,06
72 047 041 0,17 0,12 0,11 0,08
97 0,67 0,41 0,34 0,23 0,18 0,1
97 0,6 0,46 0,36 0,32 0,21 0,24

Tabla 12. Fluorescencia no triptéfano (F/ug).
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Grupos N Media

aH BH IM BL 9kDa 5kDa
4 0,09 0,08 0,03 0,04 0,03 0,01
7 021 0,16 0,11 0,09 0,09 0,06
6 03 024 019 0,12 0,08 0,06
7 045 035 023 0,19 0,13 0,11

A oW N e

Tabla 13. Media de la fluorescencia no triptéfano (F/ug).

Grupos N DS

aH BH IM pBL 9kDa 5SkDa
4 0,03 0,02 0,01 0,005 0,01 0,003
7 0,04 0,04 003 001 003 0,03
6 0,08 0,05 0,11 0,03 003 0,02
7 0,16 0,09 0,11 0,08 0,05 0,06

B W N P

Tabla 14. DS de la fluorescencia no triptéfano.

Grupos N Min.

aH BH IM pBL 9kDa 5kDa
4 0,07 0,05 0,02 0,03 0,02 0,01
7 0,16 0,13 0,09 0,07 0,05 0,01
6 0,17 0,15 0,09 0,07 0,05 0,04
7 023 0,24 0,11 0,11 0,08 0,06

A W N

Tabla 15. Valor minimo de la fluorescencia no triptéfano (F/ug).
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Grupos N Max.

aH BH IM BL 9kDa 5kDa
4 0,12 0,1 0,05 0,04 0,05 0,02
7 029 024 0,16 01 0,12 0,09
6 04 028 04 014 012 01
7 0,67 0,46 0,36 0,32 021 0,24

A oW N e

Tabla 16. Valor méximo de la fluorescencia no triptéfano (F/ug).

Grupos N Mediana

aH BH IM pBL 9kDa 5kDa
4 0,09 0,08 0,03 0,04 0,03 0,02
7 02 015 0,0 0,09 0,11 0,07
6 031 0,26 0,16 0,13 0,07 0,05
7 047 0,38 0,17 0,15 0,11 0,08

A wWw N

Tabla 17. Mediana de la fluorescencia no triptéfano (F/ug).

2. Estadistica analitica

Para cada subfraccion, se ha realizado un test de Kruskal-Wallis para comparar
la media de la fluorescencia no triptéfano de cada uno de los cuatro grupos,

obteniéndose:

a.  Primera subfraccion: p = 0,001.
b.  Segunda subfraccion: p < 0,001.
c.  Tercera subfraccion: p = 0,003.
d.  Cuarta subfraccion: p < 0,001.
e.  Quinta subfraccion: p = 0,008.
f.  Sexta subfraccion: p = 0,01.
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Se ha aplicado el test de Bonferroni, para conocer exactamente qué grupos son
los que tienen distinta media entre si, en todas las subfracciones, ya que en todas la
media de los distintos grupos es distinta (p < 0,05). Se indican s6lo los valores
estadisticamente significativos, con la media de las diferencias (MD), el error estandar
(ES) y el intervalo de confianza 95% (IC).

a. Primera subfraccion.
- Grupos 1y 3: distintos (p = 0,025; MD = 0,2; ES = 0,06; IC =0,02 y
0,39).
- Grupos 1y 4: distintos (p < 0,001; MD =0,36; ES = 0,06; IC=0,18y
0, 54).
- Grupos 2y 4 : distintos (p = 0,001; MD =0,24; ES=0,05; IC=0,09 y
0,4).

b. Segunda subfraccion.

- Grupos 1y 3: distintos (p = 0,002; MD = 0,16; ES =0,04; IC=0,05y
0,27).

- Grupos 1y 4: distintos (p < 0,001; MD =0,28; ES=0,04; IC=0,17y
0,38).

- Grupos 2y 4 : distintos (p < 0,001; MD =0,19; ES=0,03; IC=0,1y
0,28).

- Grupos 3y 4 : distintos (p = 0,012; MD =0,11; ES=0,03; IC=0,02 y
0,21).

c. Tercera subfraccion.
- Grupos 1y 3: distintos (p = 0,04; MD = 0,16; ES = 0,05; IC=0,01y
0,32).
- Grupos 1y 4: distintos (p = 0,007; MD = 0,2; ES=0,05; IC=0,05y
0,35).

d. Cuarta subfraccion.
- Grupos 1y 4: distintos (p < 0,001; MD =0,15; ES=0,03; IC=0,07 y

0,23).

69



- Grupos 2y 4: distintos (p = 0,005; MD = 0,09; ES = 0,02; IC=0,02y
0,16).

e. Quinta subfraccion.
- Grupos 1y 4: distintos (p = 0,001; MD =0,1; ES =0,02; IC=0,04 y
0,16).

f. Sexta subfraccion.

- Grupos 1y 4: distintos (p = 0,008; MD = 0,09; ES =0,03; IC=0,02y
0,17).
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5. FLUORESCENCIA DEBIDA AL TRIPTOFANO

1. Estadistica descriptiva

Se ha medido la intensidad de fluorescencia debida al triptéfano (FT; unidades
fluorescencia / pg proteina) en las distintas subfracciones (ver tabla 18). La media de
todas las muestras es de 36,89 F/ug para la primera subfraccion (con una DS de 13,08,
un valor maximo y minimo de 72,05 y 21,34 F/ug respectivamente, y una mediana de
34,23 F/ug), 30,51 F/ug para la segunda subfraccion (con una DS de 16,73, un valor
maximo y minimo de 66,56 y 10,08 F/ug respectivamente, y una mediana de 24,99
F/ug), 20,42 F/ug para la tercera subfraccién (con una DS de 12,29, un valor maximo
y minimo de 48,98 y 7,96 F/ug respectivamente, y una mediana de 14,87 F/ug), 22,95
F/ug para la cuarta subfraccion (con una DS de 18,22, un valor maximo y minimo de
68,16 y 6,79 F/ug respectivamente, y una mediana de 13,79 F/ug), 11,56 F/ug para la
quinta subfraccion (con una DS de 9,18, un valor méximo y minimo de 37,2 y 2,88
F/ug respectivamente, y una mediana de 7,53 F/ug) y 11,26 F/ug para la sexta
subfraccion (con una DS de 11,16, un valor maximo y minimo de 38,13 y 2,41 F/ug

respectivamente, y una mediana de 5,96 F/ug).
Posteriormente, se han dividido en cuatro grupos segun su edad (grupo 1 de 0,5

a 10 meses; grupo 2 de 20,5 a 24 meses; grupo 3 de 31 a 48 meses; y grupo 4 de 65 a 97
meses) (ver tablas 19-23).
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Edad

0,5

7,5
10
20,5
20,5
21
21
21,5
21,5
24
31
31
32
32
45
48
65
66
69
72
72
97
97

Fluorescencia debida al triptéfano

aH

39,82
29,96
27,85
33,76
25,95
25,99
25,28
21,34
27,32
26,85
37,17
53,02
43,06
26,9
40,04
22,68
35,11
28,95
44,66
34,69
56,03
46,91
72,05
60

BH

49,81
66,56
57,61
52,07
11,65
10,08
17,72
12,42
14,89
14,56
39,18
29,53
20,49
24,23
29,67
14,81
32,53
22,32
20,83
25,74
23,02
38,36
59,26
45,01

IM

22,36
28,37
48,98
37,41
8,91
14,29
10,78
11,94
8,98
7,96
37,25
10,72
11,27
21,7
15,45
8,36
39,86
9,94
28,08
11
13,78
15,76
31,43
35,56

BL

68,16
49,93
50,82
46,21
8,72
7,64
6,79
8,43
7,16
7,42
48,47
11,66
9,72
15,27
14,1
6,9
36
34,95
19,13
12,87
13,48
8,86
30,25
27,91

9kDa

11,87
25,91
37,2
29,9
75
7,52
7,16
6,75
3,32
6,59
23,06
4,12
2,88
8,27
10,75
2,9
18,51
7,13
7,54
7,59
4,34
5,44
15,96
15,31

5kDa

24,22
38,13
32,68
23,36
5,97
5,95
3,5
5,58
2,93
2,92
24,28
2,82
2,41
6,13
5,97
2,83
29,69
2,7
6,79
4,28
4,22
3,67
10,89
18,38

Tabla 18. Fluorescencia debida al triptofano (F/ug).
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Grupos N Media

aH pBH IM BL 9kDa 5kDa
4 32,85 56,51 34,28 53,78 26,22 29,6
7 2713 17,21 143 1352 884 7,30
6 368 2521 17,89 1561 7,91 831
7 49,04 33,51 20,79 21,06 9,04 7,28

A W N e

Tabla 19. Media de la fluorescencia debida al triptofano (F/ug).

Grupos N DS

oH PBH IM pL 9kDa 5kDa
4 525 746 11,59 9,79 10,65 7,07
7 484 10 1035 1543 644 7,61
6 11,07 6,69 11,74 1043 6,09 10,6
7 149 14,558 1059 10,01 4,66 5,61

A W N P

Tabla 20. DS de la fluorescencia debida al triptéfano.

Grupos N Min.

aH PpH IM  pBL 9kDa 5kDa
4 27,85 49,81 22,36 46,21 11,87 23,36
7 21,34 10,08 7,96 6,79 332 2,92
6 22,68 1481 836 69 288 241
7 2895 20,83 994 886 434 27

A W N P

Tabla 21. Valor minimo de la fluorescencia debida al triptéfano (F/ug).
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Grupos N Max.

oH BH IM BL 9kDa 5kDa
4 39,82 66,56 48,98 68,16 37,2 38,13
7 37,17 39,18 37,25 48,47 23,06 24,28
6 53,02 32,53 39,86 36 18,51 29,69
7 72,05 59,26 35,56 34,95 15,96 18,38

A W N e

Tabla 22. Valor méximo de la fluorescencia debida al triptéfano (F/ug).

Grupos N Mediana

aH PpH IM  pBL 9kDa 5kDa
4 31,86 54,84 32,89 50,38 27,91 28,45
7 2599 14,56 10,78 7,64 7,16 558
6 37,58 26,88 13,36 12,88 6,195 4,4
7 46,91 2574 1576 19,13 7,54 4,28

A W N P

Tabla 23. Mediana de la fluorescencia debida al triptéfano (F/ug).

2. Estadistica analitica

Para cada subfraccion, se ha realizado un test de Kruskal-Wallis para comparar
la media de la fluorescencia debida al triptéfano de cada uno de los cuatro grupos,

obteniéndose:

Primera subfraccion: p = 0,01.

I

Segunda subfraccién: p = 0,003.

Tercera subfraccion: p = 0,064.

o o

Cuarta subfraccién: p = 0,005.

@

Quinta subfraccion: p = 0,043.

=h

Sexta subfraccion: p = 0,047.
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Se ha aplicado el test de Bonferroni, para conocer exactamente qué grupos son
los que tienen distinta media entre si, en las subfracciones en las que la media de los
distintos grupos es distinta (p < 0,05). Se indican solo los valores estadisticamente
significativos, con la media de las diferencias (MD), el error estandar (ES) y el intervalo
de confianza 95% (IC).

a. Primera subfraccién.
- Grupos 2y 4: distintos (p = 0,005; MD =21,91; ES=5,57; IC=5,62y
38,2).

b. Segunda subfraccion.
- Grupos 1y 2: distintos (p < 0,001; MD =39,3; ES=6,67; IC=19,77y

58,83).

- Grupos 1y 3: distintos (p = 0,001; MD =31,3; ES=6,87; IC=11,19y
51,41).

- Grupos 1y 4: distintos (p = 0,015; MD = 23,01; ES=6,67; IC=3,48y
42,53).

c. Cuarta subfraccion.
- Grupos 1y 2: distintos (p < 0,001; MD =40,26; ES=7,5; IC=18,32y

62,21).

- Grupos 1y 3: distintos (p < 0,001; MD = 38,17; ES =7,72; IC = 15,57
y 60,77).

- Grupos 1y 4: distintos (p < 0,001; MD =32,72; ES=7,5; IC=10,77y
54,66).

d. Quinta subfraccion.
- Grupos 1y 2: distintos (p = 0,003; MD =17,38; ES=4,21; IC=5,04y
29,71).
- Grupos 1y 3: distintos (p = 0,004; MD =18,32; ES=4,34; IC=5,61y
31,02).
- Grupos 1y 4: distintos (p = 0,004; MD =17,18; ES=4,21;1IC =484y
29,51).
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e. Sexta subfraccion.
- Grupos 1y 2: distintos (p = 0,001; MD =22,29; ES =4,95;IC=7,8Yy

36,79).

- Grupos 1y 3: distintos (p = 0,003; MD =21,29; ES=5,1; IC=6,36 y
36,22).
Grupos 1y 4: distintos (p = 0,001; MD =22,32; ES=4,95;IC=7,82y
36,82).
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DISCUSION



I. PORCENTAJE DE FRACCION SOLUBLE EN AGUA (WS)

En el presente trabajo se han estudiado las proteinas cristalinas presentes en la
fraccion soluble en agua (WS) de cristalinos porcinos, por lo que lo primero que se ha
intentado ver es la relacion existente entre el porcentaje que supone la fraccion WS
frente al total de proteinas cristalinianas y su modificacion con la edad del individuo.

El analisis estadistico compara la media del porcentaje de fraccion WS entre los
cuatro grupos de edad creados (de 0,5 a 10, de 20,5 a 24, de 31 a 48 y de 65 a 97 meses,
respectivamente). Los resultados estadisticos no permiten afirmar que existan

diferencias significativas entre los cuatro grupos.

En el andlisis de la fraccion WS de cristalinos porcinos de hasta 97 meses de
edad, por tanto, no se ha podido encontrar una modificacion en la proporcion de
proteinas cristalinas hidrosolubles respecto al total de proteinas a medida que avanza la

edad del individuo estudiado.

Otros autores han descrito una disminucion en la proporcion de fraccion WS con
la cataratogénesis. Esto se ha atribuido a la agregacién de las proteinas cristalinas, lo
cual conlleva su insolubilizacién. Independientemente de la cataratogénesis, se ha
observado un aumento de agregados de alto peso molecular (HMW) en edades
avanzadas (Spector 1984)*°. El caréacter apolar de los péptidos y la a-cristalina que

constituyen los agregados HMW parecen incrementar la tendencia a la insolubilizacion.

A pesar de que cerdos de edades proximas a los 100 meses puedan parecer
afosos, lo cierto es que no pueden considerar como tales, ya que pueden vicir hasta 17
afios (Bustad 1980)™. Los cristalinos estudiados no presentaban macroscépicamente,
en ningun caso, una opacidad cristaliniana que pudiera considerarse como una

indicacion de cirugia de catarata en humanos.

De este modo, no se ha podido demostrar la agregacion proteica en las muestras

estudiadas.
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I1. CONTENIDO EN GRUPOS CARBONILO

Los valores encontrados la cuantificacion de grupos carbonilos no son
estadisticamente distintos en los cuatro grupos de edad analizados. El analisis
estadistico sefiala como bastante probable encontrar datos como los encontrados cuando
la media del contenido en grupos carbonilo es idéntica en todos los cuatro grupos.

La formacion de grupos carbonilo es considerada como un indicador de
envejecimiento (Garland et al. 1988)™, ya que éste suele acompafiarse de una alteracion

oxidativa de las proteinas cristalinas hidrosolubles (Suérez-Sanz et al. 1996b)*°.

En el andlisis de la fraccion WS de cristalinos porcinos de hasta 97 meses de
edad, por tanto, no se ha podido encontrar una modificacion oxidativa en base a la

cantidad de grupos carbonilo.

Como se ha dicho anteriormente, los cristalinos estudiados no eran cataratosos.
Esto puede explicar que no se encuentre la relacion lineal, que se ha demostrado al
analizar cristalinos cataratosos humanos, entre el contenido en grupos carbonilo y la
edad (Suérez-Sanz et al. 1996a)"%.

Otros autores no encontraron evidencia de oxidacion proteica en cristalinos

humanos jévenes (Garner y Spector 1980)*%.
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I11. CONTENIDO EN PROTEINA

El analisis de las proteinas de la fraccion WS se ha hecho estudiando las seis
fracciones encontradas mediante GF-HPLC. Es interesante sefialar que el peso
molecular de la segunda subfraccién es aproximadamente la mitad del de la primera; del
mismo modo, la tercera tiene un peso molecular algo menor que la mitad del peso de la
segunda, la cuarta la mitad de la tercera, la quinta la mitad de la cuarta y la sexta la
mitad de la quinta. Esto podria indicar una relacién con la formacion de agregados de

peso molecular creciente.

En el total de las muestras, las subfracciones mas pesadas, de 276 y 135 kDa,
son las mas abundantes (27,95 y 25,58% del total de proteinas, respectivamente); se
identifican con la ooH y la BH cristalina, respectivamente. Las subfracciones de 9, 5y 62
kDa son las menos predominantes (9,60, 9,26 y 8,82%, respectivamente). La de 37 kDa,
identificada con la BL cristalina, tiene una importancia mayor que estas ultimas
(18,76%).

La mayor importancia relativa de la primera y la segunda subfraccién se

mantiene con relacion a la edad de los individuos estudiados.

En la evolucion de cada subfraccion con respecto a la edad, no se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas entre la media de la proporcion de
la subfraccion de 276 kDa de los cuatro grupos de edad estudiados. ldéntico resultado se
ha obtenido al estudiar la subfraccion de 135 kDa.

Sin embargo las otras cuatro subfracciones si parecen ver modificado
sustancialmente su importancia relativa dentro del total de proteinas de la fraccion WS.
Asi, en la tercera subfraccion se encuentra una disminucion estadisticamente
significativa de la cantidad existente en el primer grupo de edad (0,5 a 10 meses), que se

mantiene disminuida pero sin disminuir mas en los tres grupos de edades superiores.

En cuanto a la subfraccion de la BL cristalina, existe un aumento a partir de los

10 meses de edad, mantenido hasta los 65 meses. El grupo de mas edad tiene, con
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significacion estadistica, menos proporcion de esta subfraccion que el grupo de 20,5 a
24 meses. De este modo parece haber un aumento en las edades intermedias, con

posterior descenso a partir de una edad mas avanzada.

La quinta subfraccion es muy escasa en las muestras de los cerdos mas jovenes,
aumentando de modo significativo a partir de los 20 meses y manteniéndose constante a

partir de entonces.

La variacion encontrada en la subfraccién de 5 kDa es un descenso de la
proporcion de la misma de modo progresivo en los tres primeros grupos de edad,
aumentando en el cuarto grupo. Esta variacion marca diferencias estadisticamente
significativas en las medias de los distintos grupos, tanto en la disminucion como en el

aumento final.

En resumen, en los cristalinos analizados no se encuentran variaciones en la
importancia relativa de las subfracciones de 276 y 135 kDa con la edad. La proporcion
de la de 62 kDa desciende y se mantiene. La de 9 kDa aumenta y se mantiene. La de 5
kDa desciende hasta edades avanzadas y vuelve a aumentar. La de 37 kDa se mantiene

mas elevada en los dos grupos de edades intermedias.

Se ha descrito una relacion entre envejecimiento y disminucion de cristalinas
solubles de 10 a 22 kDa (Horwitz et al. 1999)”. El no encontrar esta disminucién en
nuestras muestras se deberia, una vez mas, a que los cerdos estudiados no son lo

suficientemente afosos para considerarlos viejos.

Las subfracciones mas pequefias, correspondientes a polipéptidos degradados
sufren un aumento en la fraccion WS, en humanos, entre los 10 y 30 afios de edad. Con
la edad se polimerizan y forman agregados HMW, que conducen a la insolubilizacion
(Srivastava 1988)'%°. En las muestra porcinas se ve el aumento de la subfraccion de 9
kDa entre los grupos de edad primero y segundo; en la de 5 kDa hay un descenso, pero
con aumento hacia los 65 meses. Estos datos son mas parejos ya que las edades serian

mas comparables.
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IV. FLUORESCENCIA NO TRIPTOFANO

La fluorescencia no debida al triptofano es aquella caracterizada por una
excitacion a 345 nm y una emision a 420 nm, en relacidn con una absorbancia a 280 nm
(F420/A280). Se ha medido para cada una de las subfracciones de las fracciones

proteicas WS.

La media de la intensidad de fluorescencia no triptéfano encontrada es mayor
cuanto mayor es el peso molecular de la subfraccion de HPLC estudiada: 0,28 F/ug para
la primera subfraccion, 0,22 para la segunda, 0,15 para la tercera, 0,12 para la cuarta,

0,09 para la quinta y 0,06 para la sexta.

El analisis por grupos de edad muestra diferencias estadisticamente

significativas entre la media de los cuatro grupos en las seis subfracciones analizadas.

En la primera subfraccion se aprecia un aumento de la fluorescencia no
triptofano con la edad. Se observan diferencias estadisticamente significativas entre el

grupo mas joven y los dos mas afiosos, asi como entre los grupos segundo y cuarto.

En la subfraccion de 135 kDa se han encontrado resultados similares a los de la
primera subfraccion, es decir, aumento con la edad y diferencias significativas entre los
grupos mencionados. Ademas el aumento es estadisticamente significativo entre los

grupos tercero y de mas de 65 meses.

En la subfraccion intermedia se produce un aumento significativo en los dos

grupos de mas edad en comparacién con el de menos.
La cuarta subfraccion presenta una media de intensidad de fluorescencia no

triptéfano significativamente mayor en el grupo méas afioso respecto a los dos mas

jévenes.
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Las subfracciones menos pesadas, de 9 y 5 kDa, muestran también un aumento

progresivo con la edad, que es significativo entre el primer y el cuarto grupo.

La evidencia de una mayor intensidad de fluorescencia no triptéfano segun el
peso molecular de cada subfraccion de HPLC ya se habia descrito en cristalinos

cataratosos humanos previamente (Suérez Sanz et al. 1996b)%°.

Podria existir un papel desarrollado por un componente fluorescente en la
formacion de enlaces cruzados de mondémeros de bajo peso molecular para formar

agregados de tamafio mayor.

Un fluoréforo de caracteristicas similares (excitacion a 355 nm y emision a 420
nm) ha sido descrito por otros autores (Bessems et al. 1987; Bessems y Hoenders
1987)"3%3* Tendrfa un peso molecular de aproximadamente 0,4 kDa. Este fluoréforo
no parece ser el triptofano, debido a que tiene mayor hidrofobicidad que éste, a que no
hay cambios significativos en el contenido de triptofano en el nucleo de las cataratas y a
que no se han encontrado derivados del triptofano unidos a y-cristalina. Se ha propuesto
que el fluor6foro en cuestion pudiera ser derivado de histidina (Suarez Sanz et al.
1996h)%.

El hecho de encontrar un aumento de la fluorescencia no triptéfano con la edad
en las distintas subfracciones de HPLC puede indicar, por tanto, un aumento de la
agregacion proteica en cristalinos no cataratosos a medida que avanza su desarrollo

postnatal.

La fluorescencia no triptéfano se ha relacionado también con la glicosilacion

proteica (Pongor et al. 1984)™.
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V. FLUORESCENCIA DEBIDA AL TRIPTOFANO

La fluorescencia debida al triptéfano es aquella caracterizada por una excitacion
a 280 nm y una emision a 345 nm, en relacién con una absorbancia a 280 nm
(F345/A280). Al igual que en el estudio de la fluorescencia no triptéfano, se ha medido
para cada una de las subfracciones de HPLC.

La media de la intensidad de fluorescencia debida al triptéfano encontrada es
mayor cuanto mayor es el peso molecular de la subfraccion de HPLC estudiada, con
excepcion de la cuarta, que es ligeramente mayor que la tercera: 36,89 F/ug para la
primera subfraccion, 30,51 para la segunda, 20,42 para la tercera, 22,95 para la cuarta,
11,56 para la quinta'y 11,26 para la sexta

En la subfraccién de mayor peso molecular se demuestra un aumento en la
media de la intensidad de fluorescencia debida al triptéfano en el grupo de mas de 65
meses respecto al de 20,5-24 meses.

En la segunda subfraccidn, por el contrario, aparece una pérdida de tript6fano,
que es estadisticamente significativa entre el grupo mas joven y cualquiera de los otros

tres grupos.

El mismo resultado aparece al analizar la tercera y la cuarta subfraccion. La
pérdida de triptofano se demuestra en los mismos casos: entre el grupo de 0,5-10 meses
y los otros tres.

El analisis de las subfracciones de menor peso molecular, 9 y 5 kDa, también
apunta una significacion estadistica en la pérdida de triptéfano entre los mismos grupos

que la tercera y cuarta subfraccion.
Sin embargo, no se ha podido demostrar una pérdida de triptofano
estadisticamente significativa entre los tres grupos de mas edad en ninguna de las

subfracciones segunda a sexta.
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La relacion de entre intensidad de fluorescencia debida al triptofano y peso
molecular de las subfracciones no ha sido encontrada por otros autores al analizar

cristalinos cataratosos humanos (Suérez-Sanz et al. 1996b)%.

En el mismo grupo de cristalinos s6lo se habia demostrado una clara pérdida de
triptofano en la subfraccion de mayor peso molecular, lo cual se habia interpretado
como una expresion de la independencia de los residuos de triptofano de los
constituyentes proteicos en estas fracciones en el entrecruzamiento molecular (Suérez-
Sanz et al. 1996b)™.

Los aminoacidos aromaticos, especialmente el triptéfano, son susceptibles a un
ataque fotooxidativo, tanto directo como mediante sustancias sensibilizadas. No se ha
relacionado el triptéfano con el proceso cataratogénico. A pesar de que el triptéfano no
parece ser el cromoforo relacionado con la fluorescencia no triptoéfano, si podrian serlo
productos del metabolismo oxidativo de éste. Numerosas sustancias se han propuesto
como agentes que pueden intervenir en el entrecruzamiento molecular, como la

136 137

bitirosina, el antranilico (Pereira et al. 1994)~" y las poliaminas (Roy et al. 1984)™".

El no encontrar pérdida de triptéfano, sino aumento de fluorescencia debida al

triptofano, en la primera subfraccion, podria indicar una sintesis de a cristalina en el

cortex cristaliniano.
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CONCLUSION




CONCLUSIONES

1. Con la edad, las proteinas cristalinas sufren un proceso de insolubilizacion
que se ve acompariado de agregacion entre ellas. Este proceso también se ha descrito en
la cataratogénesis. Al estudiar cristalinos porcinos de edades no excesivamente
avanzadas, la agregacion proteica no ha podido ser demostrada analizando el porcentaje
de fraccion soluble en agua, presumiblemente porque la agregacién avanza de modo

lento en estas fases del desarrollo.

2. Por las mismas razones vy, al igual que encuentran otros autores, no se han
encontrado evidencias de oxidaciéon proteica en los cristalinos estudiados mediante

cuantificacion de grupos carbonilo.

3. Dentro de la fraccién soluble en agua de los cristalinos porcinos se han
encontrado que las subfracciones mas pesadas (276 y 135 kDa) son las mas abundantes,
suponiendo mas de la mitad del total. Esto se ha visto que es asi a lo largo de la vida del
cerdo, sin modificaciones significativas de aumento o disminucion de las mismas. De
las demas subfracciones, la de 62 kDa parece ser mayor en los 10 primeros meses de
vida del animal. La de 37 kDa parece ser mayor en las edades intermedias (de 20,5 a 48
meses) respecto a los individuos méas jovenes y mayores. Se ha visto que la de 9 kDa
aumenta considerablemente a partir de los 20,5 meses. La subfraccion de 5 kDa parece

sufrir un descenso progresivo con la edad, con aumento hacia los 65 meses.

El aumento de las subfracciones de menor peso molecular (9 y 5 kDa) parece
corresponderse con un aumento de polipéptidos degradados, que se van polimerizando
con la edad y forman agregados de alto peso molecular. Esto conduce a la

insolubilizacion.

4. Con la edad se encuentra un aumento progresivo de una fluorescencia inusual
para las proteinas denominada fluorescencia no triptéfano, que parece relacionarse con
productos derivados de la oxidacion de aminoécidos aromaticos. Esta fluorescencia es

mayor cuanto mayor es el peso molecular de la subfraccion estudiada. EI componente
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fluorescente podria tener un papel en la formacion de enlaces cruzados de mondémeros

de bajo peso molecular para formar agregados de tamafio mayor.

5. Estudiando la fluorescencia debida al triptéfano, se ha encontrado una pérdida
del mismo a partir de los 20,5 meses en todas las subfracciones estudiadas, salvo en la
de mayor peso molecular. El triptofano parece disminuir por ser un aminoacido

especialmente susceptible al ataque fotooxidativo.
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