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INFORME FINAL PROYECTO FONTEC N° 95-0703
“TRATAMIENTO ULTRASONICO DE LA CATARATA”

1.-RESUMEN EJECUTIVO.

Antecedentes de la Empresa.

Ultratech S.A. es una empresa que centra su actividad en proyectos de
innovacion tecnolégica cubriendo estos tanto el area médica, como geolégico-
minera y de prospeccion de recursos naturales. Se encuentra formalmente
constituida desde noviembre de 1994.

El proyecto tecnologico.

Nombre del Proyecto: Tratamiento ultrasénico en la enfermedad
catarata,

Empresa Solicitante: Ultratech S.A.

Entidad Ejecutora: Ultratech S.A.

Localizacion del Proyecto: Quinta Region.

Resumen: Mediante la aplicacion de técnicas ultrasonicas de aplicacion
directa sobre €l ojo, se espera revertir el proceso de precipitacion de proteinas
causante de la opacidad en la enfermedad de catarata, transformando los
tratamientos quirirgicos e invasivos en ambulatorios y no invasivos. Se
modelara la mteraccion entre ondas ultrasénicas y la estructura quimica y
biofisica del cristalino, encontrandose las frecuencias de resonancia que logren
revertir la opacificacion , disefiandose a continuacion los actuadores necesarios
para realizar las pruebas y validar el modelo.

Impacto técnico - econémico.

Los motivos técnico econémicos que originan la necesidad, conveniencia y
oportunidad de implementar el proyecto propuesto pueden resumirse como
sigue:

Necesidad: Existe hoy en dia, no solamente en nuestro pais sino que ademas
en el mundo, una gran cantidad de personas que sufren o sufriran de catarata, y
que segun las estadisticas podrian alcanzar alrededor de un 60% de la



-

R N . " I

T

poblacion. Los costos asociados al tratamiento quirurgico por una parte, (con
un costo de 30 millones de dé6lares anuales solamente en nuestro pais) y a la
gran necesidad social por la otra, (un porcentaje importante de los enfermos no
pueden tratarse por el alto costo asociado a la operacién) hacen que este
proyecto sea no solo un proyecto productivo, sino que ademas presente una
importante componente social.

Conveniencia: Desde todo punto de vista es altamente conveniente contar con
un sistema no invasivo en el tratamiento de la catarata, ya que de esta manera
se impone, por una parte, una nueva forma de mirar el aspecto tratamiento de
esta enfermedad (sistema altamente competitivo con respecto a todas las otras
técnicas existentes, todas ellas de caracter invasivo) y, por otra parte, se pone al
alcance de un mayor numero de personas esta posibilidad de tratamiento al ser
de un costo comparativo mucho menor.

Oportunidad: Al ser exitoso el proyecto se obtendria por una parte un
producto de alto interés comercial, ( ya que podrian desarrollarse clinicas de
tratamientos no quirirgicos para la catarata) lo que habla de su sentido
productivo, y por otra parte, la oportunidad de hacerlo es ahora, ya que este
sistema se basa para su desarrollo en una fase I previamente desarrollada y co-
financiada por FONTEC cuyo titulo es "Optimizacién del diagnéstico en la
enfermedad catarata” el cual se acopla con este nuevo sistema al permitir
evidenciar de una manera cuantitativa los cambios producidos en las
opacidades del cristalino bajo la accién del campo ultrasdnico.

2. EXPOSICION DEL PROBLEMA.

El problema que enfrentaba la empresa y que justificé la ejecucion del proyecto
tecnol6gico guarda relacion con el resultado obtenido durante el desarrollo de
la pnmera fase de este proyecto mencionado en el punto anterior. Es
estrictamente necesario contar con un sistema objetivo de analisis del diagrama
de opacificacion para examinar cuantitativamente cualquier variacién de dicho
diagrama frentc a cambios introducidos por el agente no invasivo de
tratamiento de la catarata, en este caso, ¢l agente ultrasonico.
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Objetivos Técnicos:

El resultado especifico que se espera lograr con la ejecucién de este proyecto es
el disefio de un sistema ultrasoénico de tratamiento de la enfermedad de
catarata. Se pretende con este sistema revertir el proceso de precipitacion de
proteinas causante de la opacidad transformando en no invasivo un sistema
actualmente quirirgico.

Tipo de innovacién:

El tipo de innovacién que busca desarrollar la empresa se enmarca en lo
siguiente;

Mejora significativa de procesos: Todos los procesos de tratamiento en la
enfermedad de catarata derivan ineluctablemente en tratamiento quinirgico, al
ser reemplazado el cristalino opacificado por una protesis artificial. Hace algin
tiempo la técnica mds usual era la intracapsular, en el curso de la cual eran
retirados a la vez el cristalino y su cépsula. La otra técnica, hoy cada vez més
empleada, es la llamada extracapsular, en la cual el cristalino es retirado y la
parte posterior de la cdpsula mantenida in situ. Independientemente de la
técnica escogida (ambas quirirgicas) nuestra propuesta generaré un sistema de
tratamiento no invasivo (este es el punto innovativo) y de menor costo (lo que
lo hace altamente competitivo ya que no requiere cirugia).

Implementacién de nuevos procesos: Dentro de este punto estd contemplado
el disefio de una nueva metodologia a seguir en el tratamiento de la catarata, ya
que se hara incidir directamente la radiacion ultrasénica sobre el ojo,
eliminando de esta manera completamente todo aspecto quirtirgico.

Desarrollo de una nueva linea de productos y servicios: La implementacién
de este proyecto generaria toda una nueva linea de productos (transductores
ultrasénicos) y servicios (tratamiento no invasivo) que no existen en este
momento en el mercado con una aplicacion especifica tal como es curar la
enfermedad de catarata.

Mejora importante de servicios existentes: El servicio que puede ofrecer
este sistema de tratamiento no invasivo tiene claras ventajas comparativas con
respecto a las alternativas existentes hoy en dia, entre las que se puede citar,
entre otras,;
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a) Menor costo asociado al tratamiento: Lo que lo hace m4s accesible a un
mayor nimero de personas.

b) No invasividad: Lo que evita el problema de rechazo de ciertos 6rganos a la
accién quirdrgica.

¢) Mayor calidad de servicio: El sistema a ser disefiado proporciona por su
naturaleza una mayor velocidad en el tratamiento de la opacidad.

La cuantificacion de los beneficios esperados con la implementacion del
proyecto en su etapa productiva, puede establecerse en los siguientes dos
ordenes; el primero de ellos, dice relacién con el beneficio operacional
conseguido al tratar de una manera no invasiva todo el sistema ocular en
general, y el cristalino en particular. El segundo guarda relacién con el
beneficio econdmico obtenido al patentar este sistema de tratamiento. En
resumen, los beneficios son tanto operacionales como comerciales.

3. METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO.

La metodologia seleccionada para alcanzar los objetivos técnicos
anteriormente seflalados puede establecerse como sigue:

a) Recopilaciéon de los antecedentes oftalmolégicos que caracterizan fisica y
bioquimicamente el cristalino y todo su entorno, vale decir cormea, humor
acuoso, iris, pupila, humor vitreo y retina.

b) Estudio y modelacion computacional de la interaccion de ondas ultrasénicas
con la estructura arquitecténica del cristalino.

¢) Diseflo de los actuadores ultrasénicos necesarios para lograr el efecto de
reversion del proceso de precipitacion de proteinas causante de la opacidad del
cristalino.

d) Prueba y validacion del modelo propuesto. Uso de software disefiado en
proyecto anterior presentado y aprobado por FONTEC de "Optimizacién del
diagnéstico en la enfermedad de catarata" para evidenciar los cambios de
opacidad resultantes sobre el cristalino producto de la accion ultrasonica.
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Programa de Ejecucién:

El proyecto esta contemplado para una duracién de 18 meses. El plan de
trabajo seguido con la secuencia cronologica de las etapas fue el siguiente:

De cero a cuatro meses: (Desde el 01/01/96 al 30 /04/96)

En lineas generales estos meses estuvieron dedicados al estudio de la geometria
del cristalino y su entorno. Se acot6 el problema con la informaci6n existente
para ser resuelto generando un primer modelo de 1a situacion real, esto con el
fin de ir logrando una aproximacion gradual sobre el problema y sus variables
asociadas, e ir sumando nuevas variables hasta minimizar la distancia existente
entre el modelo generado y la situacion real. En particular los problemas que se
desarrollaron son los siguientes:

i) Obtencion tedrica de las constantes elasticas (velocidad de transmisién y
coeficiente de absorcion) de los elementos involucrados (cérnea, humor
acuoso, cristalino, humor vitreo, retina). Con respecto a este punto es
preciso mencionar que el sentido de la obtencion tedrica de las constantes
eldsticas es que no se encuentran disponibles como informacion
consultable y es forzoso entonces, al no poseer la infraestructura de
laboratorio que se necesitaria para su determinacion experimental, que se
recurra al cdlculo teérico de estos valores. Asimilando las distintas
componentes del sistema (cornea, humor acuoso, cristalino, humor vitreo,
reting) como solidos, liquidos o combinaciones lineales de ambos (por
ejemplo, el humor vitreo es considerado como un liguido de alta
viscosidad, y en este sentido, para ciertos cdlculos es considerado como un
s6lido), se han determinado teéricamente las velocidades de transmision y
los coeficientes de absorcion de los diferentes elementos como funcién de
la frecuencia. Esto es de primera importancia, ya que en la bisqueda de
la resonancia del sistema se debe contar con estos valores a la frecuencia
especifica en la cual se va a trabajar con los transductores ultrasénicos.

ii) Estudio de sensibilidad del sistema frente a perturbaciones mecanicas del
medio. Con respecto a este punto debe decirse que el sistema
anteriormente considerado presenta, al primer orden, una sensibilidad que
es lineal con la frecuencia, ain cuando no es descartado el hecho que
presente alta sensibilidad local en ciertos rangos de frecuencia, pero esto
es objeto de estudios posteriores sobre el tema.
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iil) Estudio de las interfases sélido-liquido (cornea-humor acuoso) y liquido-
solido (humor acuoso-cristalino) en los coeficientes de transmision y reflexion
de las ondas ultrasonicas. £n este punto puede mencionarse que el estudio
relativo a los coeficientes de transmision y reflexion de las distintas
componentes del sistema se encuentra en su estado final, ya que al haberse
modelado la cantidad de energia incidente que ha sido absorbida, puede ser
conocida la energia reflejada, ya que la energia incidente es un valor
conocido a priori, al estar dado por la potencia utilizada.

A modo de facilitar la comprension tedrica se indica a continuacion el
sustrato tedrico sobre el que se ha trabajado para el caso ultrasénico.

Reflexion y transmisién en la incidencia normal con un plano limite de
separacion de dos medios.

Si consideramos un haz de ondas planas que inciden normalmente sobre un
plano limite que separa dos medios, por ejemplo, cérnea y humor acuoso, de
impedancias caracteristicas, R, y R, respectivamente, en general parte de
la energia sonora incidente se reflejard en la cérnea y el resto se transmitird
hacia el humor acuoso. Sean p;, p,.p,, los valores de las presiones actisticas
de las ondas incidente, reflejada y transmitida, respectivamente, y £, £y &,
los valores correspondientes de las velocidades de las particulas. Si las ondas
presentan forma sinusoidal y el medio es no absorbente (condicion de mdxima
potencia reflejada), tenemos:

p. = A, sen(ot-k,x) = §,R, (Ec.1)
p, =B;sen(ot+k,x)=-¢ R, (Ec.2)

p, = A, sen(ot-k,x) =& R, (Ec.3)

Los simbolos A1, Bl y A2 representan las amplitudes de presion y K, y k, los
numeros de onda, 2n/ A, para los dos medios. “x" es positivo en la direccion
del haz incidente. EI cambio de signos en la ecuacion 2 afectando tanto a "x"
como a R1 indica que la onda reflejada avanza segin la direccidn negativa de

n.n

X
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En el plano limite entre la cérnea y el humor acuoso (o el humor acuoso y el
cristalino) se deben satisfacer en todo instante las siguientes condiciones:

a) Con objeto de mantener la continuidad, la presion en el plano limite debe
ser la misma en ambos lados, es decir:

P.=Pit+P; (Ec.9)

b) Las velocidades de particula normales al plano limite deben ser iguales a
ambos lados, ya que de otra forma los dos medios no permanecerian por mds
tiempo continuamente en contaclto entre si, es decir:

g, =& +E, (Ec.5)

Haciendo en el plano limite x=0, las ecuaciones 4 y 5 se convierten en

A2 =A|+B1 (EC 6)

R,A, =R,(A,-B,) (Ec. 7)

Asi, pues,
p_A,__ 2R,
Pi Al (Rl + RZ) (Ec_ 8)
Pr _ B, - (R;-R))
P A (Ri+Ry) (Ec.9)
y también

& _(AR)_ 2R,
~ (AR;) (R, +R,)

(Ec.10)

T
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a_r__:__El__(Rl—Rz)

= (Ec. 1l
A, (R, +R,) )

g

Cuando R, es mayor que R, es decir, para el sonido que pasa de un medio
acusticamente menos denso a otro acusticamente mds denso (en nuestro caso,
del humor acuoso al cristalino), la Ec.9 muestra que la reflexion tiene lugar
sin variacién de fase de la presion actstica. Por otra parte, la Ec.]11 pone de
manifiesto que se produce un cambio de fase de 180 grados para la velocidad
de las particulas y, por tanto, para su desplazamiento. En cambio, cuando R,
es menor que R,, es decir, la radiacion pasa de un medio mas denso a otro
menos denso, (en nuestro caso, de la cornea al humor acuoso) tiene lugar un
cambio de fase de 180 grados en la presion acistica y no se produce
variacion de fase en la velocidad de las particulas y, por consiguiente, en su
desplazamiento.

En el plano limite, (vale decir, en la interfase de separacion entre ambos
medios) la relacion entre la intensidad acistica de la onda reflejada y la de la
onda incidente define el coeficiente de reflexion, ., y la relacién entre la

intensidad de la onda transmitida y la de la incidente se denomina coeficiente
de transmision, Q.,.

De las ecuaciones anteriores mds las ecuaciones de energia para ondas
ultrasonicas se puede deducir que:

_ (R:—R.))z
“"[_”"(le,) (Ec.12)

—= 4RIR2

SRy P

Estas ecuaciones demuestran que, cuando R, y R, son iguales , o, alcanza su
valor mdximo, o sea la unidad, y o se hace igual a cero. Estos son casos
ideales, pero en la practica se produce un buen acoplamiento aciistico entre
los medios cuando R, y R, poseen valores del mismo orden de magnitud, lo
cual es aproximadamente nuestro caso, es decir, el valor de o, se encuentra
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dentro del intervalo entre 0.1 y la unidad. Se experimenta un grado de
acoplamiento pobre cuando los ordenes de magnitud de R, y R, difieren

considerablemente, por efemplo, si los dos medios son agua y acero, para
cuyas impedancias caracteristicas el coeficiente de transmision «, tiene un

valor aproximadamente de 0.1, que representa una pérdida tan sélo de 10 dB;

esto significa que los dos medios se encuentran razonablemente bien
acoplados. Por otra parte, si el agua se reemplaza por aire, o, se reduce

hasta aproximadamente 107, que corresponde a una pérdida de 60 dB; esto

constituye un ejemplo de acoplamiento extremadamente pobre (alta ganancia
de reflexion).

iv) Determinacion morfologica de las diferentes categorias en la distribucién de

opacidades. Las cataratas se clasifican segin sus aspectos clinicos y
evolutivos en:

A) Cataratas congénitas.
1) Catarata polar anterior.
2) Catarata polar posterior.
3) Catarata pulvurulenta.
4) Catarata pulvurulenta central.
J) Catarata zonular.

B) Cataratas adquiridas.
1) Catarata senil.
2) Catarata sintomdtica.
3) Catarata complicada.
4) Catarata traumdtica.
5) Catarata secundaria.

Describamos brevemente cada una de ellas en relacién al punto iv).

Catarata polar anterior: Aparece como una mancha blanca en el polo
interior del cristalino. En una forma tipica designada como catarata
piramidal, la opacidad empuja hacia el exterior de la cépsula.

Catarata polar posterior: La opacidad es establecida en el polo
posterior del cristalino.
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Catarata  pulvurulenta: Es caracterizada por la presencia de
opacidades puntiformes coloreadas al gris-azul, rodeando el nicleo
embrional.

Catarata pulvurulenta central: Este tipo consiste de opacidades
puntiformes blanquecinas que envuelven el nucleo embrional en una
distribucion mds o menos uniforme.

Catarata zonular: Este es el tipo mds comin de catarata congénita.
Una region transparente central es rodeada por una opacidad difusa, en
general en forma de “V” lo que da una caracteristica imagen “a
horcajadas”. Esta catarata puede permanecer estacionaria, pero mds a
menudo, después de un periodo de estabilidad llega a ser total.

Catarata senil: Dentro de este tipo de catarata cabe destacar:

Catarata cortical: Aqui los cambios de transparencia involucran
todo el cortex del lente.

Catarata subcapsular posterior: En general este tipo de
opacidades se desarrolla como entidades aisladas, comenzando primeramente
en la region polar para luego esparcirse hacia la periferia.

Catarata nuclear: En un comienzo un crecimiento en la densidad
optica del nucleo tiene lugar (esclerosis nuclear)

Catarata cristalina: En ciertas instancias, cristales aparecen en
el nicleo adulto o en el cortex del lente, casi siempre en aociacion con otras
opacidades. Los cristales cuando se observan en una lémpara de hendidura
aparecen coloreados en diferentes tonos.

Catarata intumescente: En estados avanzados es posible que el
cristalino crezca en volumen debido a procesos de hinchamiento que
envuelven el cortex.

Catarata sintomdtica: Este tipo de catarata representa la manifestacion
ocular de una enfermedad general. Las siguientes formas son las mds
recurrentes:

Catarata diabética: Su caracteristica es su iniciacién a temprana
edad, su rdpida evolucion y su primitiva localizacion subcapsular posterior.
En su forma tipica aparece como una opacidad igual a un disco posterior.

Catarata debida a tetania: QOcurre en condiciones de
hipocalcemia (hipoparatiroidismo) o en estados con metabolismo de calcio
alterado. En general, las opacidades envuelven las capas corticales posterior
Yy anterior.

10
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Catarata asociada con dermatosis: Este tipo de catarata ocurre
en concomitancia con condiciones de piel, con especial referencia a
dermatosis cronica en individuos jovenes y a escleroderma. En ciertos casos,
la catarata involucra inicialmente la cdpsula anterior, y aparece como una
opacidad central irregular con bordes externos concavos.

Catarata galactosa-inducida: Es encontrada en el 75% de los
casos con galactosemia y es bilateral. Las opacidades iniciales son corticales.

Catarata complicada: En este grupo la presencia de otras patologias
(glaucoma, desprendimiento de retina) le da el nombre a este tipo de catarata.
La catarata complicada en general es unilateral, y siempre evolutiva.

Catarata traumdtica: Este tipo se puede clasificar en:

Catarata debida a contusién: Un trauma contusivo en el globo
ocular puede producir un anillo pigmentado (anillo de Vossius)

Catarata debida a enrollamiento capsular: A través de una
rotura en la cdpsula, el agua penetra el lente cristalino produciendo
hinchamiento y opacificacion de las fibras lenticulares. Consecuentemente, la
masa lenticular tiende a ser reabsorbida.

Catarata secundaria: Consiste en la opacificacion de remanentes
lenticulares seguidos de procedimientos quirtrgicos para la extraccion de
catarata extracapsular. En la forma mds comin, una membrana opaca se
desarrolla desde la capsula posterior residual.

v) Conceptualizacion de las diferentes fases que configuran el desarrollo del
software, desde la idea primaria siguiendo con la definicién de los objetivos y
su especificacion  (elementos, propiedades, relaciones, operaciones,
interaccion). En este punto el avance correspondié completamente de acuerdo
a lo presupuestado, ya que se posee la estructura algoritmica y su reduccién a
elementos de programa que dan el fondo de desarrollo conceptual necesario
sobre el que se construird el diseflo final. Este desarrollo contempla las
diferentes interacciones entre el campo ultrasénico y los diversos estratos
biofisicos a través de los cuales viajan estas seflales.

vi) Determinacion bioquimica del conjunto de proteinas generadoras de la
distribucion de opacidades. £/ conjunto de proteinas del cristalino se puede

clasificar como solubles (cristalinas a Sy ¥ ) y proteinas insolubles
(albuminoides)

11
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a) Alfa-cristalinas: Formadas por 40 a 50 cadenas de polipéptidos,
presentan un PM de 800.000 a 1.000.000 D. Son mds abundantes en la region
cortical. Probablemente son convertidas a albuminoides en el interior del
cristalino.

b) Beta-cristalinas: Presentan un PM de 50.000 a 500.000 D.

c¢) Gama-cristalinas: Presentan un PM de 20.000 D. Se encuentran en
gran cantidad sélo en cristalinos de individuos jévenes siendo mayor su
concentracion en el nicleo de éste. Es una crioproteina (precipita bajo los
25°C (catarata por frio)).

d) Albuminoides: Es una mezcla de proteinas. El 90% son insolubles.
Derivan de las alfa-cristalinas por agregacion y cambios en la estructura.

e) Otras: Glicoproteinas (en membranas celulares), nucleoproteinas,
lipoproteinas, citocromos, y flavoproteinas. Se ubican en la corteza y en el
epitelio del cristalino.

vii) Estudio de la fisioanatomia de la cérnea y el cristalino. En este punto se
han reunido los antecedentes necesarios (via publicaciones especializadas
sobre el tema) requeridos para acoplarlos con los antecedentes ultrasénicos,
en términos del modelamiento entre estas ondas mecdnicas y la anatomia de
los subsistemas a través de los cuales viajan las ondas ultrasénicas (cornea,
humor acuoso y cristalino). Dentro de este contexto cabe destacar lo
siguiente.

Aspectos morfoldgicos de la cérnea y del cristalino mediante microscopia
electronica de barrido.

Aunque la microscopia dptica (MO) y la microscopia electronica de
transmision (MET) son esenciales para el andlisis in vitro del cristalino y de
la cornea, la informacién que proporcionan es para un drea tan restringida y
especifica que, a menudo, se necesitan varias secciones histolégicas para
obtener la informacion deseada. Es posible encontrar una solucion viable a
este problema utilizando la microscopia electrénica de barrido, técnica que
permite visualizar extensas zonas de tejido ocular para determinar qué dreas
deben estudiarse mediante MO y MET para conseguir la mdxima informacion
necesaria. En el estudio del cristalino se ha comprobado la importancia del
estudio tridimensional de las estructuras, al descubrirse la existencia de
Jibras hexagonales perfectas similares a una estructura cristalina tipica.
Esto es de gran importancia, ya que el paso de ondas de ultrasonido a través

12
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de redes cristalinas es un fenémeno estudiado hoy en dia con gran detalle, lo
que valida el uso de estas técnicas en su interaccion con tejidos biologicos.

Durante el periodo comprendido entre cinco y doce meses y de trece a
diecinueve meses se desarrollaron los siguientes temas:

De cinco a doce meses: (Desde el 01/05/96 al 31 /12/96)
De trece a diecinueve meses: (Desde el 01/01/97 al 31/07/97)

a) Simulacién de la interaccion ultrasonica en distintas combinaciones de
frecuencia y potencia con la arquitectura del cristalino.

Se ha estudiado en amplio detalle la arquitectura del cristalino en
términos de su estructura, superestructura, estabilidad y genética. Las células
epiteliales del cristalino sufren elongacion y pérdida de organelos
transformdndose en células fibrilares, las que son bdsicamente un contenedor
de proteinas. El cristalino requiere energia para su crecimiento, sus
mecanismos de reparacion, y la mantencion de su transparencia. Para esto se
usa fundamentalmente glucosa, de la que un 78% pasa a la via de la glic6lisis
anaerébica, aproximadamente un 4% pasa al ciclo de la pentosa monofosfato,
un 5% a la via del sorbitol, y sélo un 3% al ciclo del dcido citrico (sélo en las
células epiteliales, pues las fibrilares no tienen mitocondrias). Este iltimo
aporta el 20-30% del ATP total del cristalino.

En la estabilidad de las proteinas participan factores intrinsecos, extrinsecos,
y cambios posttransiacionales. ( Este punto es de particular importancia ya
que estd relacionado directamente con la estabilidad de la solucién generada
ultrasonicamente. El cambio en el indice de refraccion del medio, dado por la
incidencia de radiacion ultrasdnica en distintas combinaciones de frecuencia
y potencia, es signo de que han ocurrido cambios estructurales al interior del
cristalino y la permanencia en el nuevo estado (el estado no cataratoso es
deseado como solucion permanente y no de transicion o de reversion al
estado anterior) se investiga estudiando la estabilidad de las proteinas que la
conforman.

Estabilidad intrinseca: La estabilidad de las proteinas se debe en primer
lugar a una propiedad intrinseca de una cadena polipeptidica determinada.
La energia de estabilizacion de las proteinas es una diferencia marginal entre
cifras muy grandes, y es del orden de los 50 kJ/mol (12 kcal/mol aprox.) die=
veces menor que la comparada con la suma total de las fuerzas atractivas
(puentes de hidrdgeno, interacciones hidrofobicas, pares de iones, y fuerzas
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de Van der Waals) y repulsivas (energia de solvatacion, efectos de volumen
excluido, repulsion de cargas, entropia conformacional, etc.). Al calcular la
energia por residuo aminoacidico se observa que es mucho menor que la
energia térmica.

Estabilidad extrinseca: Fxisten varias formas de estabilizacion extrinseca de
las proteinas (mediante formacion de complejos con otras moléculas, tales
como pequefios ligandos o macromoléculas; por medio de componentes
solventes “compatibles”; etc)

Cambios posttranslacionales: También participan en la estabilizacion de las
proteinas. Tenemos, en este caso, la formacién de puentes disulfiros (S-S)', la
glicosilacion, etc.

b) Estudio de la dispersion ultrasénica causada por la distribucion de las
opacificaciones en el cristalino.

Frente a un amplio espectro de distribuciones de opacificacion la
modelacion tedrica arroja el resultado, para efectos de dispersion, de que es
mds relevante el tamafio de la precipitacion proteica en su interaccion con la
longitud de onda de la radiacidn ultrasénica, que la posicién que dicha
precipitacion ocupa en cualquier plano de opacificacion desde la parte
anterior de la cdpsula hasta el micleo. La dispersion juega , en general, un
papel absolutamente secundario en la reversion de la precipitacién ya que al
cambiar esta la longitud de onda de la radiacion incidente y ser el fenémeno
de cardcter resonante la energia resultante se pierde en el medio bdsicamente
en forma de calor.’ Para el caso de opacificacion nuclear severa el
coeficiente de reflexion esperado tiene un valor normalizado cercano al valor
uno, por lo tanto prdcticamente toda la energia ultrasénica se devuelve hacia
su lugar de incidencia.

¢) Disefio del conjunto de transductores a ser construidos en la validacion del
modelo propuesto.

Los transductores ultrasonicos fueron diseflados en términos de las
Jrecuencias optimizadas (rango de Mhz) para modificar el indice de

" El puente disulfuro es el generador de la opacidad cristaliniana.
? Las cantidades de calor generado, dada la baja potencia de trabajo, son absolutamente despreciables como
para ser consideradas en la modelacién,
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refraccion de los cristalinos cataratosos dentro de los niveles de potencia
permisibles para trabajo oftalmolégico (Especificamente para el cristalino
este valor fluctia de 0 a 1.7W'" ).

d) Estudio de la resonancia del sistema 6ptico a fin de determinar la(s)
frecuencia(s) optima en el proceso de reversion de las opacificaciones como
agente causante de la opacidad.

Se estudié la resonancia del sistema dptico, vale decir, la relacién
existente entre la amplitud de la velocidad y la frecuencia, obteniéndose las
curvas de respuesta de la frecuencia para una estructura cristaliniana con un
grado arbitrario de opacificacién en términos de posicion y profundidad
dentro de la corteza. Los resultados obtenidos sugieren la existencia de varias
Jrecuencias resonantes de diversa amplitud, pero con una alta sensibilidad al
tamafo de la precipitacion, lo que atenta fuertemente contra la resonancia.

¢) Estudio de la elimmacién de células epiteliales del cristalino mediante
dispersion y aspiracion.

Los estudios realizados en este nivel confirman los trabajos de O. Nishi
vy K.Nishi en cuanto a estudios preliminares relativos a un método de
eliminacion de las células epiteliales del cristalino (CEC) en cirugia de la
catarata combinando tratamientos farmacologicos y mecdnicos. En estos
primeros estudios se liberaron las células de sus complejos de union mediante
el uso de Dispase®, una preparacion de proteasa neutra utilizada para
separar células en los cultivos de tejidos. Para evitar lesiones de los tejidos
intraoculares se disuelve la preparacion enzimdtica en hialorunato sédico y se
inyecta en el saco capsular el que se respeta cuidadosamente durante la
cirugia endocapsular de la catarata. A continuacién se aspiran las células
mediante irrigacion y aspiracion. También puede utilizarse EDTA en vez de
Dispase®.

f) Estudio epidemiolégico de los factores de riesgo en la catarata senil.

En el transcurso de los dos ultimos decenios, los estudios sobre la senescencia
se han multiplicado, especialmente en Europa y Estados Unidos. Se ha

! Este valor corresponde al deducido para la seccion transversal del cristalino del valor de intensidad de 3.5
W/cm2 que se encuentra en los trabajos especializados. (Ver, por ejemplo: “Fisica e Instrumentacion Médicas
de Juan Zaragoza, 2*. Edicion, 1992 pag. 543.)
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advertido entonces que el envejecimiento nunca era la unica causa de una
"catarata senil” sino que debian contribuir otros factores de riesgo. Estudios
epidemioldgicos han permitido identificar un cierto niimero de estos factores.
Asi se han puesto de manifiesto que algunas cataratas van ligadas a un
trastorno metabolico peculiar y reconocido (diabetes o tetania, por ejemplo) ,
0 incluso a ciertas afecciones dermatologicas como la eccema. Igualmente
han permitido constatar que algunos medicamentos, como los tranquilizantes,
los hipotensores, las hormonas esteroides, los diuréticos, deben ser
considerados como un factor etiolégico asociado cuando son utilizados en
tratamiento  prolongado; o incluso que algunas cataratas pueden
desarrollarse por un traumatismo ocular ( por ejemplo, fuerte contusion o
herida penetrante} o en un entorno geogrdfico o profesional particular. En
este caso, los factores de riesgo son los ultravioletas de gran altitud, los rayos
ionizantes, los rayos infrarrojos o los productos quimicos contaminantes. Se
puede citar como ejemplo la "catarata de los vidrieros” que afecta a los
obreros que trabajan con el fuego (vidrieros, fundidores) y que parece
estrechamente ligada a la accién de los rayos infrarrojos.

Desde el punto de vista de nuestros estudios se debe sefialar que
después de analizarse diversas conformaciones de opacificacion la
estructura que estas presentan diversifica las frecuencias de trabajo
ultrasonico siendo este un inconveniente de alto grado dado que un
transductor es bdsicamente un equipo monofrecuencial que aunque permite
el cambio de cabezal y, por lo tanto, el cambio de frecuencia, no tiene la
capacidad de variacién continua de esta. En resumen, el problema
SJundamental guarda relacién con la mayor cantidad de frecuencias
aceptables por la estructura de opacificacién que el disponible técnicamente
en base a la instrumentacion disponible y diseilable.

g) Influencia de la arquitectura del cristalino en la transparencia de éste.

De hecho, la pérdida de transparencia es proyectada sobre todo por
una fuerte difusion de la luz en el interior del cristalino, es decir, por una
dispersion de los rayos luminosos una parte de los cuales ya no sigue su curso
normal hacia la retina. Con una leve tasa de difusion, la imagen se deforma.
Pero cuando la difusion es muy importante, el cristalino se vuelve opaco, a
semejanza de un cristal esmerilado, por ejemplo. Cualquier defecto en la
arquitectura del cristalino desempefiard el papel de centro de difusion. Los
centros difusivos responsables de la pérdida de transparencia pueden estar
repartidos en forma homogénea en todo el cristalino o, por el contrario, no
focar mas que puntos muy precisos de éste.
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Pero antes de determinar cémo se formaban estos centros difusivos y,
por via de consecuencia, las opacificaciones, nuestro equipo ha aceptado los
estudios acerca de como evoluciona el cristalino en los sujetos normales, es
decir, que no presentan ni lesion ni catarata. Uno de los métodos utilizados
pone en juego un fenomeno fisico. En 1981, en el Instituto Clinico de
Oftalmologia  Experimental de la Universidad de Bonn, diversos
investigadores observaron el paso de un haz luminoso a través de numerosos
cristalinos, gracias a un accesorio extremadamente resolutivo que utiliza la
técnica fotografica denominada de Scheimpflug.

Los trabajos de muchos investigadores y especialmente los de Peter
Niesel de la Universidad de Berna, de N. Brown del Instituto oftalmolégico de
Londres y de Viorel Dragomiresu han permitido preparar un aparato
Jotogrdfico especial: el Topcon SL 45, ldmpara de abertura rotativa, Este
aparato permite registrar y observar sobre una placa fotogrdfica el
comportamiento de un haz luminoso muy fino que atraviesa la parte anterior
del ojo, es decir la cornea, la cdmara anterior, que contiene el humor acuoso
y el cristalino. Cuando el haz luminoso atraviesa el cristalino sobreviene una
difusion de la luz. Esta difusion provoca un ennegrecimiento de la pelicula
Jotogrdfica. Cuanto mds ennegrecida estd la pelicula, mds importante es la
cantidad de luz difundida. La medida de este ennegrecimiento con ayuda de
un microdensimetro da unas indicaciones sobre el poder difusivo del
cristalino 'y, en consecuencia, sobre su transparencia o su opacidad,
Comparando los densitogramas de sujetos normales de 30-40 afios con los
de sujetos de 50 - 60 aflos, nuestro equipo observé que la cantidad de luz
difundida aumentd claramente en los sujetos de edad mds avanzada. Tras
haber examinado un total de 124 sujetos normales de 16 a 70 aftos de edad,
pusimos de manifiesto un aumento de la difusion total de la luz por el
cristalino con la edad, es decir una disminucion de la transparencia.
Gracias a este nuevo aparato fotogrdfico, se ha seguido el reparto espacial de
los centros difusores; asi parece claramente que el nicleo y la capa cortical
anterior del cristalino son las zonas afectadas por el envejecimiento.

h) Estudio del envejecimiento enzimatico en las proteinas cristalinas.

A Erente al problema de cémo influye el envejecimiento en las proteinas
cristalinas se suscita una pregunta:
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(Como  envejecen las enzimas que intervienen en el metabolismo del
cristalino, como por doquier en el organismo, y especialmente para
proporcionarle la energia necesaria?

Este es el resultado de la degradacion de los hidratos de carbono y
particularmente de la glucosa: es la glucélisis. Como el cristalino no estd
vascularizado, los hidratos de carbono le son aportados por medio de humor
acuoso. Cada enzima tiene una actividad especifica. Para ser activo tiene
necesidad de reconocer de un modo preciso su sustrato Para tres enzimas
necesarias en la glucélisis - la hexoquinasa, la fosfofructoquinasa y la enolasa
-se delermingd que en el transcurso del envejecimiento habia un disminucion

de afinidad de las enzimas para con su sustrato especifico y que, por
consiguiente, su actividad disminuia.

Al estudiar el nicleo del cristalino, hemos comprobado que posee una
mayor diversidad de enzimas que las otras capas. Como no se producen
nuevas Ssintesis de proteinas en el micleo de cristalino, sélo una
transformacion molecular de las enzimas ya existentes pueden ser
responsables de este fenémeno. Esto ha llevado a pensar que se forman unas
variantes a partir de las moléculas enzimdticas activa y que estas variantes
han perdido una parte de su eficacia. A semejanza de numerosos compuestos
orgdnicos, las enzimas pueden ser desnaturalizadas por el calor: es la
labilidad térmica . Estudiando el nicleo del cristalino, a partir de 1979 se
puso de manifiesto no sélo un aumento de la labilidad térmica de las enzimas,
sino también unas variaciones de su tamafio y de su peso moleculares.

Numerosas observaciones permiten pensar que estas modificaciones de
estructura acarrean poco a poco un paralizacion del metabolismo, y mds
especialmente del metabolismo de los hidratos de carbono. Cuando éste cesa
por completo en el cristalino, aparecen las opacidades. Asi, al envejecer, las
enzimas pierden su funcionalidad mientras que las proteinas cristalinas se
oxidan y forman agregados.

Pero, la gran mayoria de personas de edad no presentan opacificacién
del cristalino. Estadisticas realizadas en las regiones del centro de Europa
han revelado que aproximadamente el 80 % de las personas de edad
avanzada (70-80 afios) no presentan cataratas. ; Por qué es asi?.

Ademds del agua y de las proteinas, un compuesto quimico desempefa

un papel esencial en el cristalino: es el glutation, tripéptido constituido de tres
aminodcidos: glicina, cisteina y dcido glutamico.
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Desde principios de siglo, muchos investigadores han observado que el
contenido del cristalino en glutation es excepcionalmente elevado. A la
inversa, en la mayoria de cataratas, han observado una caida espectacular de
su presencia. De ahi que hayan sido examinadas tres funciones esenciales de
este tripéptido. En primer lugar, investigadores, del Massachuselts Institute of
Technology en Estado Unidos, han demostrado que paralelamente a la
aparicion de proteinas de elevado peso molecular que difunden la luz se
produce un descenso de la tasa de glutation, el cual intervendria manteniendo
los agrupamientos sulfhidrilos (-SH) de las proteinas en su forma reducida, es
decir, conservando su hidrdgeno e impidiendo asi la formacion de puentes
disulfuros (-5S) y de agregados de proteinas. Estos mismos agrupamientos
sulfhidrillo participan en el control de transporte de los cationes (sodio,
potasio, calcio...) Otros investigadores observaron en 1970 que cuando la
tasa de glutation disminuye, los agrupamientos SH se vuelven sensibles a la
oxidacion. De ello resulta una perturbacion en la permeabilidad de las células
a-los diferentes cationes. Como ya hemos mencionado, este desequilibrio
acarrea muy a menudo la formacion de opacidades en el cristalino.
Finalmente, y siempre gracias a su poder antioxidante, el glutatién protegerta
al cristalino de las lesiones llamadas oxidativas y especialmente de las que
son provocadas por el perdxido de hidrdgeno (H:0;), muy téxico para las
células. El peroxido de hidrogeno se encuentra en el humor acuoso del ojo en
una gran numero de especies animales. Puede ser el producto del
metabolismo de muchos medicamentos o, mds simplemente, sintetizado por la
accion de la luz. Hoy muchos datos prueban que, en los cristalinos de cierta
edad, el peroxido de hidrégeno deber ser considerado como uno de los
Jactores responsables del desarrollo de las cataratas que afectan al niicleo
del cristalino. Este punto especificamente se opone a nuestra visién del uso
del ultrasonido como agente tratante de le opacidad dado que, en particular,
para el tratamiento mds severo de la enfermedad, por ejemplo, cataratas
nucleares, al aumentar la potencia de trabajo podria entrarse en el regimen
de cavitacion ultrasonica con la generacion de peréxido de hidrégeno y, por
lo tanto, de oxidacidén del medio. Se ha puesto de manifiesto que el glutation
tiene la facultad de asegurar en poco tiempo la degradacion de H,O, en un
medio nutritivo. De ahi se infiere que desempefia un papel protector al evitar
los dafios producidos en el cristalino por las reacciones de oxidacion. Mads
recientemente, se acaba de mostrar que en el tejido cristalino antiguo (es
decir, en el micleo donde el fendmeno es mds visible), la capacidad de este
sistema de proteccion estd disminuida y el contenido de glutation es mds
bajo, pero también que las actividades especificas de las enzimas asociadas al
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glutation son de menor importancia. Diriase que las enzimas de este sistema
de proteccion contra la oxidacion acabardn por ser ellus mismos victimas de
las alteraciones que tienen por mision prevenir. El «estrés oxidante»
tendria, pues, unas consecuencias cada vez mds graves conforme el sujeto
envejece.

1) Modificaciones biologicas de las propiedades del nucleo y del cortex del
cristalino en la formacion de opacidades.

De acuerdo a estudios realizados por diversos investigadores europeos
Y los nuestros propios puede concluirse que la formacién de opacidades en su
amplia variedad no favorece la interaccién con ondas ultrasénicas para todo
el espectro de opacificacion, sin embargo puede haber un uso limitado de este
en el caso de algunos tipos de cataratas en conjunto con alguna técnica
biologica de difusion de un aminodcido con propiedades antioxidantes.

J) Estudio del comportamiento en base a difusién del amino4cido cisteina en su
recorrido desde la parte anterior de la capsula hasta el niicleo.

£l proposito de este estudio tiene relacion con explorar las propiedades
difusivas de la cisteina a fin de evaluar su capacidad como agente
antioxidativo. El compuesto N-acetilcisteina (NAC) es un conocido derivado
del aminodcido Cisteina. Ambos se caracterizan por presentar en sus
estructuras el grupo sulfhidrilo (SH), lo que les otorga la propiedad reductora
por lo que son ampliamente utilizados en el drea farmacolégica. Se ha
descrito que la Cisteina dependiendo de la concentracion utilizada puede
actuar como oxidante de las proteinas de la membrana del eritrocito
humano'. En un estudio comparativo con otros compuestos que presentan
grupo SH en su estructura quimica, la NAC mostré una mayor eficacia en
sus efectos antioxidantes. Dicho estudio fue realizado en eritrocitos humanos’

La Cisteina es un precursor de la molécula intracelular liamada
glutation, quien estd encargada, junto con otros compuestos, de mantener el
medio celular protegido de los agentes oxidantes. Asi, la NAC ademds de
otorgar el substrato necesario para la sintesis de Glutation, por si misma

' V. Lips, G. Celedon, J.Escobar, E.A Lissi {1996) Thiol-induced hemoglobln oxidation. Redox Report.
% V.Udupi. C Rice Evans {1992) Thiol compounds as protective agents in erythrocytes under oxidative stress.
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puede recuperar a las proteinas que poseen grupos SH y los niveles de
Glutation en aquellas células que han sido afectadas por agentes oxidantes’

METODOLOGIA

Se utilizaron ojos de vacuno recién sacrificados, a los cuales se les
extrgjo cuidadosamente el cristalino. A estos cristalinos se les retiré la
cdpsula, la que fue sometida a un estudio de difusion de membrana, para
comprobar la permeabilidad de esta al paso de NAC. Las soluciones
utilizadas en este estudio de difusion fue solucion de Krebbs Fosfato (pH 7.4)
con glucosa, con y sin NAC (1.0 mM)(2). La eleccién del medio a utilizar fue
basada en la composicion fisioldgica del humor acuoso normal. La cdpsula se
deja en incubacién por un periodo de 2 hrs.,2 hrs. 20 min.,2 hrs. 40 min., y 3
hrs. Posteriormente se analiza por método espectrofotométrico la presencia
de NAC en la soluccion que inicialmente carece de ella. Esta determinacién se
realiza uttilizando el reactivo de Ellman’ para determinar la presencia de
grupos SH, que en este caso solamente provendria de la NAC.

Los resultados obtenidos, aunque preliminares, sugieren fuertemente

que debe continuarse con estos estudios por la enorme potencialidad
asociada.

¥ E. Rafeiro et al. Effects of N-acetylcysteine and dithiothreitol on glutathione and protein thiol replenishment
during acetaminophen -induced toxicity in isolated mouse hepatocytes. Toxicology 93 (1994), 209-224,

* C.A. rice-Evans “Techniques in Free Radical Research” in “Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology” Vol. 22, pag. 227-231.
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4. -RESULTADOS.

Dado que:

a) No puede asegurarse la estabilidad de la solucion (la reversién del proceso
de precipitacion de proteinas tiene un caracter temporal).

b) Existen frecuencias resonantes de diversa amplitud que sugieren que es
posible atacar ultrasonicamente el medio opacificado, pero con una alta
sensibilidad al tamafio de la precipitacion lo que atenta contra la utilidad
practica de la resonancia.

¢) La accién del campo ultrasénico favorece, en grandes amplitudes, la
formacion de peréxido de hidrégeno lo que favorece el stress oxidativo del
medio cristaliniano.

d) El costo de inversién de los tranductores es extremadamente alto (del orden
de los doscientos mil ddlares) y el uso es muy restringido como técnica de
tratamiento de la enfermedad catarata (solo un tipo de catarata) dada la amplia
variedad de configuraciones de opacificacion que pueden darse con el
consiguientc cambio de frecuencia ultrasonica requerido para tratar la
opacificacion.

¢) Los resultados en el campo del uso del aminoacido son bastante alentadores
en su funcién reductora de opacificacion cristaliniana.

f) El ultrasonido aumenta la difusion del aminodacido a través de la camara
anterior del cristalino, lo qué minimiza el tiempo de acceso a las regiones de
opacificacion nuclear.

g) El método biologico es de bajo costo.

h) Existen técnicas nucleares capaces de determinar de manera muy precisa la

penetracion que tiene el aminodcido a través de la capsula, la corteza y el
nicleo.
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Entonces se concluye que:

1) Definitivamente no es viable la implementacion ultrasénica para el
tratamiento de la catarata.

2) Es altamente recomendable proseguir los estudios relacionados con el
tratamiento bioquimico de la enfermedad catarata, dado que presenta todas las
ventajas del tratamiento ultrasénico ademas de ser de bajo costo.

3) A laluz de los antecedentes investigados durante este proyecto se estima que
el tratamiento bioquimico en combinacion con el ultrasonido, (sélo para fines
de aumentar la difusion del aminoacido), se constituye en una alternativa que
debe seguirse hasta tener conclusiones mas definitivas.

3.- IMPACTOS DEL PROYECTO.

Es evidente que todos los impactos técnico-econ6micos ya mencionados
en el “Resumen Ejecutivo” que eran atribuibles al tratamiento ultrasonico de la
catarata son endosados a este nuevo tratamiento bioguimico. En base a los
resultados obtenidos ULTRATECH S.A. desarrollara con costos propios los
avances necesarios para enfrentar esta nueva fase bioquimica. En particular, ya
se han hecho los contactos con el Centro Nuclear de La Reina a fin de marcar
con tecnecio radioactivo el aminoacido a fin de pesquisar su grado de
penetracion dentro del cristalino y, por lo tanto, examinar de esta manera su
eficiencia como agente reductor del stress oxidativo.
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ESTRUCTURA DE COSTOS REALES
PROYECTO TRATAMIENTO ULTRASONICO DE LA CATARATA

(Valores expresados en Miles $)

PARTIDAS DE. COSTO . COSTO TOTAL PROYECTO ...
Personal de Investlgaclén N 125.794
Peérsonal de"Apoyo-: 2.110
Semclos, Mat y Otro 4.163
Usos:de; Capil 3.600

135.667

Declaro bajo juramento que los datos contenidos en este Resumen de
Estructura de Costos del Proyecto son veridicos.
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Representante Legal

Contador
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IMPLEMENTACION DE LOS RESULTADOS DEL PROYECTO.

Nombre Proyecto TRATAMIENTO ULTRASONICO
DE LA CATARATA.
Empresa ULTRATECH S.A.

IMPLEMENTACION DE LOS RESULTADOS DEL PROYECTO

Los principales resultados obtenidos del desarrollo de este proyecto
pueden reducirse a dos aspectos principales.

1) No resulta viable implementar técnica (ultrasénicamente) y econ6nicamente
(de alto costo) este proyecto.

2) Resulta ser de alto interés continuar con el enfoque bioquimico del
problema, dado que se mantienen todas las ventajas iniciales con una
agregacion de una nueva ventaja: el bajo costo asociado. Dado que este nuevo
enfoque se constituye realmente en otro proyecto, Ultratech S.A. costeard con
recursos propios los gastos que se generen en esta nueva investigaciéon para lo
cual se han tomado los contactos necesarios con el Centro Nuclear de La Reina
para usar tecnecio radioactivo para la marcacion del aminodcido en su
recorrido desde la cépsula hasta el nuicleo del cristalino. Posteriormente se
tomara contacto con laboratorios de analisis espaiioles con el fin de proceder a
la marcaci6n nuclear con neutrones del aminoacido de tal manera de asegurar
que no cambia su estereoespecificidad (quimicamente es el mismo elemento a
través de su recorrido, lo que no estd asegurado en el caso de usar como
marcador del aminoécido tecnecio radioactivo).
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Oxidacién y Catarata (The Ocular Lens)

Con el envejecimiento se produce un aumento constante de la fraccién insoluble en agua de las
proteinas del cristalino. Esto se debe, posiblemente, a cambios post-translacionales en dichas
proteinas (racemizacion del &c. aspartico, etc.),

En cristalinos normales de pacientes ancianos se observan agregados proteicos unidos por fuerzas
no covalentes, que producen una disminucidn de la transparencia del cristalino, principaimente a
nive! del nucleo y s610 en zonas en relacién a la membrana plasmaética.

En cambio, en cristalinos con catarata avanzada se observan altos niveles de oxidacién de
aminoacidos, principalmente metionina (a metionina sulféxido) y cisteina (a disulfidos, y, en menor
cantidad, a &c. cisteico). Estos fenémenos de oxidacion ocurren a nivel de mb. celular y también en
el citoplasma.

En general, se piensa que los procesos oxidativos se inician a nivel de mb. cel. (cuyo espesor s
de 10 nm aprox.), y que este estadio se define como fase precataratosa. Esta fase se caracteriza
por la oxidacién de las proteinas, lo que provoca un despliegue de sus estructuras, con la
consiguiente exposicion de sus grupos thiol -y también de otros susceptibles de oxidacién-, su
oxidacion, y la formacion de uniones disulfuro, que daran lugar a agregados proteicos de alto peso
motecular (HMW). Estos HMW, debido a su tamario, producen dispersién de la luz (500 nm, o més,
de diametro).

Por otro lado, los cambios post-translacionales que sufren las cristalinas llevan a la formacién de
nuevos componentes con estructuras abiertas, o que permite la exposicidn y consiguiente
oxidacion de sus grupos thiol. Esto, méas el deterioro de la actividad enzimatica protectora del
cristalino (glutation), favorece la formacion de los HMW.

Caracteristicas de los HMW

Presentan un polipéptido de 43 kD, que se ubica principalmente a nivel de mb. celular. Segin
estudios de identificacién de dicho polipéptido, podria tratarse de una y cristalina que, tras exponer
sus grupos thiol y posterior oxidacion, formaria uniones S-S intercatenarias. Este seria el nicleo de
agregacidn de otros polipéptidos.

Agudeza visual y dispersion de la luz
Se ha observado que el 0jo tolera un gran incremento de la dispersion de ia luz  sin cambios
significativos de la agudeza visual.

Origen_de los agentes oxidantes

La mayoria de los agentes oxidativos provienen desde e! exterior del cristalino (humor acuoso).
Dentro de los agentes oxidantes tenemos: H202 (principal), tensién de 02 aumentada, que
produce superOxidos, 4c. ascorbico, que se encuentra en el humor acuoso en altas
concentraciones, y que, en presencia de luz y riboflavina, favorece la formacién de H202. Ademds,
una serie de reacciones fotoquimicas pueden producir cambios oxidativos en el cristalino.

Efectos del H202

Se ha constatado que los pacientes cataratosos presentan altas concentraciones de H202 en e! h.
acuoso. Ademas, experimentalmente se ha inducido opacificacién en cristalinos sometidos a altas
concentracionss de H202.

El H202 altera la bomba Na-K y la permeabilidad de la mb. celular, lo que lleva a un desbalance
iénico y metabolico que deriva en una alteracion de la hidratacion de las cristalinas. Afadido a esto
se presenta una disminucion de los sistemas enzimaticos defensivos, lo que en definitiva lleva a la
formacion de los HMW y la ruptura de la mb. celular. Todo esto en conjunto produce opacificacién
del cristalino.

El H202 también estimula al shunt hexosa monofosfato, y, por lo tanto, }a formacién de NADPH.
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Conclusidn

En general , los agentes iniciadores de la catarata provienen del exterior de! cristalino (H202,
glucosa, etc,),

Es probable que los fenémenos de oxidacién estén presentes en la mayoria de los procesos
cataratosos.

—

—
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Nota

En la catarata se observa; disminucién de glutatidon reducido, disminucion de ATP, cambios en la
concentracion de iones Na y K, aumento de H,0, aumento de Ca, ruptura de mb. celular, y pérdida
de proteinas (en algunos casos).
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Basgs fisicas de la transparencia del cristalino (The Ocular Lens)

El cristalino cataratoso se caracteriza por presentar un aumento de la dispersion de la luz |, lo que ,
a su vez, produce una sensacion de brillo ai paciente (al inicio), y/o pérdida de la agudeza visual.
La dispersion de la luz en la catarata no es del tipo Rayleigh, es decir, no depende de la A de la luz
. Por fo tanto, las particulas dispersantes deben estar en e! rango de tamaro de A/20 o més.

€1 brillo que se produce en |a catarata es mayor en el caso de las opacidades ubicadas en la regién

posterior, porque alli se produce una redispersion de lo enfocado por la cérnea y las zonas
anteriores del cristalino.

Mecanismos de formacién de ia catarata

Existen 5 mecanismos que participan en el proceso cataratoso, que pueden actuar individuaimente
0 en conjunto.

Agregacién: las proteinas y macromoléculas del citoplasma del cristalino estan altamente
hidratadas. Ademas, estan en constante movimiento térmico. El n® de colisiones efectivas entre
estas moléculas depende de la viscosidad del medio, de las capas de hidratacién, y de las cargas
de la superficie de las proteinas. Cualquier cambio en lo anterior llevara a un mayor contacto de las
moléculas, y, por lo tanto, a agregacién.

Los agregados deben aicanzar tamafios del orden de A/20 o mas para producir dispersién de la luz,
lo que equivale aprox. a un peso molecular de 10° d., tamafos que se encuentran principalmente
en al nlcleo,

Las proteinas de aito peso molecular solubles (HMW solubles) serian las precursoras de los

agregados proteicos insolubles. E! tamafio de estas particulas es de 500 nm o mas (segun
microscopia electrénica).

Los agregados se originan de una variedad de cambios en las estructuras 2 y 3? de las proteinas.
En esto participan los enlaces S-S, los puentes de Ca'? y uniones covalentes no S-S (por
fendmenos de transaminacién).

Segun estudios tedricos los agregados HMW con peso molecular de 50-10° d serian capaces de
disperssar luz y provocar catarata.

En cristalinos normales el envejecimiento produce disminucién de su transparencia debido a un
aumento de los agregados proteicos unidos por fuerzas no covalentes. Este ocurre principalmente
a nivel del nicleo. En cambio, en cnstalinos cataratosos se producen uniones covalentes en los
HMW, principaimente de! tipo S-S, aunque también se observan ofras uniones covalentes. Estos
fendmenos no ocurren solamente en el nticleo. .
El proceso de formacion de los agregados se inicia por la ocurrencia de fenémenos oxidativos, en
los que participa fundamentalmente et H,O,, que proviene, junto con otros agentes oxidativos,
desde el exterior del cristalino. Es posible que 1 0 mas de los grupos de aminoacidos accesibles a
la oxidacién se oxiden, lo que producira una consiguiente alteracién de la estructura de las
proteinas (despliegue), facilitdndose la formacién de enlaces S-S, y, por lo tanto, la formacién de
agregados.

Los fendmenos oxidativos no sdlo involucran a las proteinas del citoplasma, sino que tambisan a la
mb. celular.

La concentracion normal de H,0; en el h. acuoso es de 26 umolar. Y en la catarata es ds 600
wmolar,




1 0000000000000 000000 0000000000000 00 0000000000 OCPOOGSOIOGOIOISOSIOTS

En estadios precataratosos de opacificacién se producen sutiles cambios moleculares debidos a
interacciones débiles (no covalentes), por lo tanto, la prevencién de la catarata es un problema
biofisico.

La transparencia normal del cristalino puede mantenerse si las dimensiones de ios elementos
dispersantes no aumentan,

Sinéresis: consiste en un aumento en la amplitud de las fluctuaciones, es decir, un aumento de la
diferencia de los indices de refraccion entre las unidades dispersantes y el madio.
El proceso de sinéresis es independiente del de la agregacién, pero ambos pueden ocurrir
simulténeamente.
El mecanismo de sinéresis se produce por un colapso de la red de proteinas de las células
fibrilares del cristalino, es decir, se produce una pérdida del H20 de hidratacién proteica y un
aumento del H20 libre en las céls. fibrilares.
El H20 ds hidratacidn tiene una estructura similar al hielo.
Del total de H20 en el cristalino tenemos: 10% extracelular
90% intracelular: 36% libre
54% unido:
3-4% altamente

unido; no intercambiable. El rasto es intercambiable con al H20 libre.

Segun estudios, el H20 de hidratacién (unida) convertida a H20 libre en el proceso cataratoso
puede ser de alrededor de 1/3 dei H20 intracelular. Como la energia de ios enlaces de H es de 3
keal/mol, entonces el proceso de sinéresis requiere como minimo 33 cal/gr de tej. cristalino, es
decir, @s un proceso endergénico {endotérmico).

Los procesos de deshidratacion pueden producir catarata a través de flujos de H20 de los espacios
ya mencionados. Por ejempio, la deshidratacion de ia comea provoca pérdida del H20 extracetular
del cristalino, lo que determina un flujo del H20 intracelular (libre) det cristalino, que, a su vez, lleva
a la deshidratacién de la red proteica.

El envejecimiento de cristalinos normales lleva a una pérdida de |a transparencia de los mismos,
debido fundamentalmente al mecanismo de sinéresis.

En la catarata nuclear se calcula que aprox. 42% de las opacidades se debe a sinéresis, y que sbio
un 14% a agregacion.

La morfologia de la catarata también debe ser considerada. La catarata nuclear con centro denso
se correlaciona en un 99,6% con sinéresis, En cambio la catarata nuctear con forma de anilio se
correlaciona mejor con fenémenos de degradacién de mb. y procesos de desarreglo del
citoesquelsto, .

La catarata cortical se correlaciona bien con fenémenos de sinéresis. Lo mismo para el caso de la
catarata diabética (el aumento de los polioles produce una disminucién de la hidratacién proteica).

Factores que contribuyen a la sinéresis
Cambios en la estructura 1%, 2%, 3*, y otras, lleva a una deshidratacién proteica y a un secuestro de

agua hacia otros medios. Los cambios en la estructura 1® pueden deberse a deamidacion de
glutamina (propio del envejecimiento). Los cambios en las estructuras 2* y 3 pueden producirse
por agregacién, debido principalmente a interacciones intramoleculares, puentes S-S,
transaminacion, y racemizacion.

Sinéresis afecta al cristalino completo puesto que la migracién de agua afecta a todo el cristalino.
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Separacion de fase: en este caso se produce opacidad debido a agregacién de proteinas, que
forman microfases de un tamafo comparable a la ) de la luz.

Es un fenémeno reversible (ocurre en condiciones de equilibrio), y se ve en la catarata por frio.

Por el contrario, en la sinéresis y en la agregacion el fenémeno es irreversible.

Degeneracién de Mb. celular: la ruptura de la mb., debido a su degradacion, produce una
alteracion del ordenamiento intracelular, es decir, a un aumento de las fluctuaciones aleatorias (o
disminucion de las fluctuaciones ordenadas), lo que se refleja por una disminucién de las
interferancias destructivas, que, a su vez, se manifiesta por turbiedad.

Desorientacién citoesqueleto: los elementos del citoesqueleto participan en las propiedades
viscoelasticas del cristalino, que son importantes en los fenémenos de acomodacién. Ademads,
proveen de anisotropia Optica (orientacion de las fiuctuaciones) al cristalino, lo que permite su
birrefringencia intrinseca. La importancia de la anisotropia ptica es mayor para el caso de luz
polarizada.

El citoesqueleto contribuye a la transparencia del cristalino mediante la birrefringencia de
compensacion positiva, que se opone a la negativa debida a la membranas celutares. De esta
manera se produce una disminucidén de la birrefringencia total. Por lo tanto, una alteracién del
orden del citoesqueleto, o una alteracién de las membranas, producird variaciones de la
birrefringencia total, lo que se manifestar4 por una mayor turbiedad. Pequefias alteraciones de las
membranas influyen poco en la birrefringencia total, pero pequefios desarreglos del citoesqueleto
tienen un efecto importante en dicha birrefringencia.

La densidad de las fluctuaciones (debida a la concentracién proteica) y la orientacién de las
fluctuaciones de las macromoléculas del cristalino participan en la transparencia del cristalino.
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Cambios en el cristalino responsables del aumento de dispersién de la luz en algunos tipos
de catarata senil (Ocular Lens)

El aumento de la dispersién de la luz se debe a las variaciones de los indices de refraccién dentro
de! cristalino. Los cambios locales en la distribucién del material orgdnico (principalmente
proteinas) dentro del cristalino son la mayor causa de fluctuaciones del indice de refraccidn en la
catarata temprana.

Tipos de catarata senil: subcapsular cortical
supranuclear cortical
nuclear

Catarata cortical: existe un aumento de los espacios intercelulares, y un aumento de ta formacién
de grandes interfases irregulares en la distribucidn de las proteinas.

Catarata nuclear: existe un aumento de los agregados proteicos en la zona central del cristalino.
No se observa un aumento de los espacios intercelulares. Los agregados miden entre 50 y 100 nm
de diagmetro. El tamafio de las « cristalinas es de 14 nm de didmetros aproximadaments.
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Metabolismo del cristalino ( Jakobiec)

Principalmente glictlisis anaer6bica. También participa el shunt hexosa monofosfato y la via de la
aldosa reductasa.

En el interior del cristalino se observa alguna actividad enzimdtica, pero la mayoria de los
multisistemnas enzimaticos estan ausentes o presentan niveles de actividad disminuida.

Transparencia del cristalino ( Jakobiec)

Para mantener la transparencia del cristalino, las fluctuaciones espaciales del citoplasma de sus
células fibrilares deben ser pequefias en comparacién a la longitud de onda de la luz, lo que se
traduce en una menor dispersién de luz.
El tamafio de las fluctuaciones espaciales depende de:

-tamafio molecular (peso molecular) de {as proteinas;

-concentracion proteinas;

-fraccién del volumen proteico;

-organizacién de ias proteinas en el citoplasma (interacciones).
Todo esto depende, a su vez, de fa hidratacién del citoptasma y de las fuerzas iénicas.

Las fluctuaciones espaciales microscopicas en el citoplasma se corresponde con las fluctuaciones
microscépicas de los indices de refraccion.

Las opacidades se deben a un aumento de las discontinuidades de densidad del citoplasma
(microscopia). Pequefios cambios en las fluctuaciones espaciales producen opacidad, lo que , a su
vez, lleva a una disminucion de la AV,

Los componentes sinuscidales de las fluctuaciones espaciales son los llamados componentes de
Fourier, los que al ser mayores que % de la long. onda de la luz (200 nm), provocan disminucién de
la transparancia y aumento de la dispersion.
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Bases moleculares de la transparencia del cristalino
(J.Mol.Biot. 205:713-28;1989)

Entre las cristalinas, la mas eficiente para dispersar luz es la « cristalina (la més grands).

a cristalina esta formada por 4 subunidades, que se agregan en diversa cantidad. Es una particula
globular (polimero).

Para que el cristalino tenga una transparencia adecuada es importante que su absorcién de la luz
sea baja (pocos cromoforos), y lo mismo para su dispersion (fluctuaciones de rango estrecho de los
indices de refraccién).

A altas concentraciones de proteinas, como es el caso de las cél. fibrilares (sobre 400 mg/cm®), el
nivel de dispersién esta determinado principalmente por la organizacién espacial de las cristalinas.

Se postula un modelo para la a cristalina, que consiste en una estructura cuaternaria de 3 capas
concéntricas, y con forma tetrahédrica simétrica. Su didmetro seria de 100 A®.
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Patrones de distribucién de las proteinas en capas concéntricas en cristalinos de bovinos:

cambios con el desarrollo y el envejecimiento
{CER Vol. 7 n° 1; 1988)

El 50% de las proteinas totales del cristalino son a cristalinas.
Al pasar el tiempo las a cristalinas son menos solubles.
En la vejez también se observan HMWE.

Las capas centrales del cristalino presentan proteinas HMW. En cambio las capas periféricas
presentan proteinas de bajo PM.

Proteinas HMW

Consisten principalmente de o cristalinas, pero también presentan B cristalinas. Se observan en
personas ancianas.

La proporcion aA:aB es de 3:1 en todas las regiones del cristalino.

En el nucleo disminuye el % de a cristalinas solubles, y aumenta el % de proteinas insolubles.

Proteinas MMW
Estan formadas principalmente por B cristalinas.

Proteinas LMW

Representan hasta un 22% de las proteinas en el centro del cristalino. Esta cantidad disminuye con
la edad.

Estan formadas principalmente por y cristalinas.

Proteinas Insolubles

Constituyen un 10% del total de las proteinas en las capas mas externas. Este valor aumenta hacia
al centro, alcanzando un 85% en los cristalinos de ancianos.

Los polipéptidos que las conforman pertenecen a o, B, y y cristalinas, pero principalmente
polipéptidos o. Por lo tanto, las a cristalinas serian el principal constituyente de las prot. insolubles,
lo que concuerda con la disminucién de las « cristalinas solubles en ef centro del cristalino.

Desarrollo ¥ envejecimiento
Las a cristalinas son las proteinas mas susceptibles a sufrir cambios con la edad, de solubles
pasan a insolubles an el centro del cristalino.

Las cristalinas que primero se producen son las vy, luego disminuye su sintesis hasta que en la
vajez se reduce a cero (en las capas externas).

Las a crist. representan el 50% del total sintetizado a toda edad.

Las prot. insol. aumentan con la edad. El proceso de insolubilizacién se debe a cambios
posttransiacionales y de deamidacién, los que favorecen la polimerizacidon. También participa la
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disminucién de agua del nicleo del cristalino. Estos procesos afectan principalmente a las «

cristalinas, pero también, en menor proporcién, a las B cristalinas.

Proteinas estructurales del cristalino
(Exp. Eye Res.)

y cristalinas

Representan el 20% del total de las prot. solubles del cristalino. Son mondmeros.
Estan presentes en el nuicleo.

Presentan un alto contenido de thioles.

f cristalinas

Son similares estructuralmente a las y cristalinas.
Son polimeros. Presentan diversos tamafios (8H, de alto PM; y BL, de bajo PM).
Sus tamarfios son menores que los de las a cristalinas. B%O A®y BL=50 A°.

g cristalinas
Sor las de mayor PM, cuyo rango va de 4-10° a 1,2-10°
Son polimeros. Presentan 4 subunidades:; Ay
A < (&cidos)
Az
B,
B (basicos)
B;

Sdlo ta subunidades A presentan grupos thioles.

A; es mas acido que A Estructuraimente A, y A, son casi idénticos.
A, puede convertirse en A, perdiendo 2 grupo amida.

B, derivaria de By. Estas conversiones son lentas (de meses a afios).

En las capas externas del cristalino se encuentran « cristalinas de menor PM.
En las capas internas son de mayor PM.

Proteinas insolubles

Se encuentran en cristalinos normales y en cataratosos.
Derivan de una mezcia de cristalinas.

Se observan mas en el nudcleo.

s
=
=
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Habria 4 tipos de HMW; -HMW de agregados de « cristalinas
-HMW de fracciones de proteinas solubles
-HMW con puentes S-S
-HMW covalentes no S-S de la catarata brunescente

HMW de agregados de K cristalinas: estos agregados de o cristalinas presentan glucosa unida no
covalentemente. El Ca'? participaria también en la formacion de estos agregados. (Esto no ocurre
para y cristalinas, y poco para p cristalinas)

Este tipo de o crlstallnas aumenta con la edad. Sus PM son, en el mayor numeros de los casos,
menores que 510° D.

HMW de fracciones de proteinas solubles: derivan de mezclas de cristalinas solubles. Se han
aislado de cristalinos normales y cataratosos. Su PM es mayor o igual que 10° D, con tamafios
mayores que 500 nm (por microscopia electrénica).

La proporcién de estas proteinas aumenta con la edad. Se encuentran mayormente en cristalinos
cataratosos, y en sl nicleo.

Su composicién de amino4cidos no coincide con ninguna otra cristalina.

Estas proteinas, al aislarlas del cortex, presentan 9 polipéptidos de 11-10° hasta 5-10° D., que
estanan formados por polipéptidos de todas las cristalinas.

El Ca'? estd presente y participa en la formacion de estos agregados.

Estas proteinas dispersan la luz.
HMW con puentes S-S: estan presentes principalmente en el nticleo de los cristalinos cataratosos.
HMW con puentes covalentes no S-S: se aprecian principaimente en las cataratas brunescentes, y

sobretodod en el ntcleo.
Pertenecerian a un estadio posterior a la formacién de las HMW S-S de la catarata nuclear.

Probablemente las fracciones insolubles y las HMW tienen origenes comunes.



Sonicaclén sobre ¢ cristalinas: sus efectos
(C.E.R. Vol. 10, n® 2; 1989)

La sonicacién sobre a cristalinas bovinas produjo un aumento de su PM (de 770 kDa a 2300 kDa)
La sonicacion alteraria la configuracion de ias subunidades de la superficie {0 sus cercanias) de la
proteina. Estos cambios estructurales llevan a la formacion de agregados proteicos.

Método

La sonicacion se llevd a cabo co 30 W de potencia con un MSE Soniprep 150 de 23 kHz. La
aplicacion fue de 21 ciclos, donde cada uno era de 30 seg., y luego 60 seg. de enfriamiento. La
solucion de proteinas fue de 5 mi de 1 mg/ml.

Los ciclos descritos parmitieron minimizar los grandes aumentos de temperatura.

Resultados

La sonicacién habria provocado un reordenamiento de la molécula -y no un polimero mayor por
agregacion con otras o cristalinas- lo que llevé a la formacién de agregados mayores y mas
estables.

La sonicacion aumentaria [a hidrofobicidad de la superficie de la proteina, sin embargo, la
polimerizacion conlleva una disminucion de las superficies hidrofébicas.

La distancia entre los residuos de Cis. es de 5 nm aproximadamente.

La sonicacion provocaria fusion de las a cristalinas, formandose una molécula mayor. Pero también
existe ia posibilidad que la sonicacién disocie a las proteinas, cuyas subunidades se
reensamblarian espontaneamente formando agregados. El tamario de los agregados dependera del
medio en que se encuentren (T°, Ph, etc). Por ejemplo, se ha observado que a mayor T° se
producen mas agregados.
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Variaciones estructurales de [as cristalinas
(TIBS Julio 1985)

El cristalino refracta luz porque contiene una alta concentracién de proteinas. Y es transparente
porque sus proteinas contienen pequeflas cantidades de croméforos visibles, y estan
estrechamente agrupadas, de tal modo que no se producen discontinuidades abruptas de los
indices de refraccion.

Interacciones de las subunidades
El destino inmediato de las subunidades es el plegamiento, y reconocimiento de sus respectivos
miembros de familia, para formar plimeros de diverso tamafio y carga. Estos polimeros estdn
intercalados con mondémeros de y cristalinas.
A Ph fisiolégico tenemos que: -las a cristalinas presentan muchas cargas (-).

-las f cristalinas presentan un amplio rango de cargas.

-las vy cristalinas se presentan levemente (+).

Las subunidades A y B de las « cristalinas estadn en una proporcién de 3:1.

La a cristaiina nativa presenta un diémetro aproximado de 140 A° (por electromicroscopia).

Se propone un modelo de ia estructura de las « cristalinas, en que se plantea una estructura 42,
donde las subunidades A estan preferentemente en el interior, y las B en el exterior.

Las subunidades de las o cristalinas interactiian de modo tal que pequerias perturbaciones provoca
ordenamientos alternativos, que pueden llevar a la formacion de agregados polidispersos de o
cristalinas.

Cambios con la edad

Las interacciones proteicas dentro de las células del cristalino cambian con la maduracién y la
edad.

Se produce un aumento en la formacién de agregados de a cristalinas, y también de p cristalinas.

En la catarata nuclear las cristalinas se oxidan invariablements, y se forman interacciones que
llevan a una incompatibilidad con la transparencia del cristaling.

También se produce un aumento de los procesos de agregacién, y una concomitante
deshidratacion, lo que lleva a un aumentc del indice de refraccidn. El aumento del indice de
refraccion, mas la deshidratacion (rigidez), provocan una pérdida de la capacidad de acomodacién
del cristalino {presbicia).
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Stress Fotooxidativo
(Jakobiec, Cap. 40)

La funcion principal de la cérnea y el cristalino es enfocar la luz sobre la retina. Pero, ademas,
actuan como filtro de la radiacion UV (A UVB=290-320 nm;

X UVA=320-400 nm).

La cérnea absorbe las A menores que 295 nm. Las mayores alcanzan al cristalino, el que absorbe
las A entre 295-400 nm. Por lo tanto, a la retina llegaran las A mayores que 400 nm.

No se observa un fotodafio sustancial a nivel de |la cérnea y el humor acuoso.

Sin embargo, el cristalino (que absorbe A entre 295400 nm) puede sufrir fotodario de sus proteinas
estructurales, del ADN de las cél. epiteliales, y fotoinactivacién de sus enzimas. Estos dafios son
acumulativos debido al nulo recambio de 1as proteinas dafiadas por parte del cristalino. Esta es una
de las causas de la formacién de catarata, especiaimente para el caso de radiacién UVB.

Definicién de stress fotooxidativo
Resulta principaimente por la absorcién de luz por parte de los constituyentes del cristaiino (prot.

estructurales, enzimas, ADN}, lo que lleva a una alteracién de sus funciones.

En cristalinos jovenes los croméforos absorbentes de iuz son: los residuos de Trp de las
cristalinas; el 3HKG (3-hidroxikynurenina glucésido), un metabolito del Trp; el ADN de las céls.
epiteliales; y/lo cromdforos exégenos qua producen reacciones de fotooxidacidn sensibilizadas (ol
8-metoxipsaraleno, por ejemplo).

Entre los aa. de las cristalinas tenemos que el Trp absorbe el 95% de la absorcién total del
cristalino. El 5% restante es absorbido por otros aa. aromaticos (Tyr, Phe, Cys).

Con la edad el cristalino toma un color amarillento, que produce un aumento de la absorcién de
UVA y luz visible, lo que conlleva a una mayor fotooxidacion.

Con A=350 nm tenemos qus:
- a los 40 aios un 98.5% de la luz incidente es
absorbida .
- a los 80 anos un 99.9% de la luz incidente es
absorbida.

Los principales factores que participan en las alteraciones fotoinducidas en el cristalino son:
- las long. de onda transmitidas por la cérnea (295-400 nm, en
cristalinos jévenes).
- la concentracion de O, en el humor acuoso.
- la disminucion de los inhibidores de las reacciones fotoquimicas.
- los principales sitios de dafio fotooxidativo.



La p® de O disminuye dentro del cristalino, y es un 20% de la p°® de O, de la sangre
aproximadamente. El aumento de O, produce un aumento de ias reacciones fotoquimicas
especialmente aquellas involucradas en procesos de fotosensibilizacién en presencia de O, , Io
que lleva a la formacion de especies de oxigeno reactivo (O, O, , H; O,, OH').

Se piensa que la catarata aparece por una disminucion de la defensa antioxidativa dei cristalino. En
esto participan antioxidantes enzimaticos (catalasa, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa), y
no enzimaticos (ac. ascorbico, que estd en el h. acuoso y en las céls. fibrilares; vitamina E, un
radical libre captador de O, que esta presente en la mb. det cristalino; GSH, que permite eliminar
radicales libres y proteger a las cristalinas de fotopolimerizaciones).

Los principales sitios de dafio fotoquimico en el cristalino son: céls. epiteliales, cristalinas, y mb. de
las céls. fibrilares.

El fotodafio a nivel del ADN de las céls. epiteliales puede llevar ala muerte celutar, a sintesis
anormal de proteinas, y/o a patrones alterados de diferenciacién celular.

El daffo a nivel de la mb. celular provoca peroxidacién de lipidos, fotopolimerizacién de proteinas
intrinsecas, y/o alteracién de los sist. de transporte.

El dafio a nivel de las cristalinas lleva a la formacion uniones intercatenarias, agregacion, y
cambios conformacionales.

A nivel enzimatico se produce inactivacién de las enzimas, con la consiguiente pérdida de
proteccidn antioxidante.

Todo lo anterior participa en los procesos de opacificacion y catarata.

Accidn fotodinamica

Es el efecto dafiino de la luz, O, , y componentes sensibilizados (fotosensibilizacién). Se requiere la
presencia de todos estos,

Se distingue del dano fotoinducido (radiacion UV, por ejemplo) porque en este caso se dafia al
ADN y no se requiere de O,.

Uno de los fotosensibilizadores mas importantes es un fotoproducto del Trp ante la accién de UVB
y UVA: el NFK (N-Formilkinurenina).

Espectro de accién
Es la medicion del efecto biolbgico de la luz en funcién de la long. de onda. La magnitud del efecto

biciogico se relaciona con el numero de fotones absorbidos por el croméforo que inicia el efecto
fotobioldgico. Ei espectro de accién corresponde al espectro de absorcién del croméforo.

El espectro de accidbn con maximo efecto para la opacificacidén de! cristalino esta alrededor de los
300 nm,

Dosls Qcular

La cantidad de radiacion UVB del sol que alcanza a la superficie de la Tierra es de 2 Wisq
aproximadamente. La dosis ocular de radiacién UVB incidente sobre ia cémea es de alrededor de
un 20% de la radiacion UVB solar.

La absorcion UVA del cristalino aumenta con la edad. Pero el orden de magnitud de radiacién UVA
que produce catarata es mayor que para UVB.

Mecanismos fotoquimicos

La absorcién de la luz por una molécule es esencial para la produccién de una reaccion
fotoquimica. Si el cromdforo cambia quimicamente durante la reaccién se habla de reaccién
fotoguimica directa. Cuando el croméforo no cambia quimicamente pero provoca un cambio
quimico en ofra molécula se habla de reaccién fotosensibilizada.

La absorcién de un fotén produce un cambio de estado electronico en el cromdforo, et cual vuslve a
su estado original de reposo liberando el exceso de energia en forma de luz o calor, transfiriéndola
a otra molécula a fravés de un cambio quimico, o mediante una reaccién con otra molécula,
formando un fotoproducto.



La absorcién de energia excita a un electrén a un nive! de energia mayor (cambio de orbital) con o
sin cambio de spin. Si no hay cambio de spin se habla de estado excitado Unico, pero si se produce
un cambio de spin se habla de estado excitado triple.

La mayoria de las reacciones de oxidacién por fotosensibilizacién ocurre via estado triple de ios
croméforos.

Los cromoforos enddgenos del cristaline (NFK, 4c. kinurenico (KUA), y riboflavina) tiene una buena
eficiencia fotosensibilizadora. Muchas tinciones (azul de metileno, rosa bengala) y pigmentos
(flavinas, hematoporfirinas) son buenos fotosensibilizadores. Ademds, estos componentes
absorben luz visible, UVA, y UVB.

Oxidaclones por fotosensibilizacién

Para los sistemas biologicos expuestos a la luz, se pueden producir 2 tipos de mecanismos de
fotooxidacién, por medio del cual un sensibilizador en estado triplete reacciona posteriormente:
reaccion tipo | ; y reaccioén tipo |t

Reaccion tipo 1. el sensibilizador en estado ftriplete reacciona con un substrato reducido
(aminodcidos de una proteina o de componentes de membrana) quitdndole un protén, o
transfiriéndole un electrén.

Ef radical libre resultante o radical anién puede experimentar una variedad de reacciones,
incluyendo la reduccién univalente del O, a anién superdxido (O,). El anién superdxido tiene
muchas vias potenciales de reaccién: puede sufrir una reaccién de dismutacion y generar H,0,
ademas, la interaccion de Oy y H.0, puede llevar a la formacidn de radicales hidroxilo.

Reaccion tipo Il la molécula sensibilizadora en su estado triplete interactia directamente con el
estado basal del O, transfiriéndole energia y formando oxigeno single '0, . Este puede reaccionar
posteriormente con varias moléculas en un sistema biolégico.

Menos eficientemente la molécula sensibilizadora puede transferir electrones al O, y formar O, , y
una forma oxidada del sensibilizador.

El tipo de mecanismo que se siga dependerda de varios factores: accesibilidad del sustrato al
sensibilizador en estado tripiete; polaridad del medio; A de la irradiacién; concentracién de O, ; y
las tasas invariabies de los diferentes productos de formacion.

Las oxidaciones par fotosensibilizacion son importantes en el cristalino porque una vez que se
generan estas especies difusivas de oxigeno reactivo, pueden potencialmente oxidar a otras
moleculas del cristalino.

Los aminoécidos que se alteran por oxidaciones de fotosensibilizacién son Trp, His, Cis, Met, y Tyr.
Existen varios productos derivados de la oxidacitn del Trp (NFK, por ejemplo).

La fotooxidacién de la His produce ruptura del anillo imidazol, lo que lleva a la formacién de 4c.
aspaértico después de una hidrélisis acida.

La Met es oxidad a sulféxido de Met.

La Cis es oxidads a cistina y a éc. cisteico.

Los fotoproductos de la Tyr no se conocen, pero la fotooxidacién involucra una inicial extraccion del
proton fendlico.

Las tasas de oxidacidn de los aminoécidos de las proteinas depende de su accesibilidad al
fotosensibilizador.

La conformacién de las cristalinas hace que algunos Cis y Trp sean més susceptibles a oxidarse
que otros.

El resultado final de las reacciones de oxidacién fotosensibilizada de las proteinas provoca
cambios conformacionales precedidos o acompanados por uniones de proteinas.



Fotooxidacion por radiacién UV

El epitelio del cristalino y el cértex més externo absorben toda la radiacion UVB que llega al
cristalino.

La exposicién a radiacién UVB aumenta el riesgo de catarata cortical.

Los principales croméforos que absorben UVB son: ef ADN nuclear de las céls.epiteliales y el Trp
de las cristalinas del cortex,

El sist. enzimatico protector contra las oxidaciones estd concentrado en las céls. epiteliales del
cristalino.

La radiacion UVB produce fotoproductos pirimidina del ADN, que llevan a ARN,, alterado, fo que a
su vez , producird proteinas estructurales y enziméaticas alleradas, favoreciéndose la formacién de
catarata.

La radiacion UVA produce retardo del crecimiento celular, mutagénesis, y también inhibicidn de los
sist. celulares reparadores, mediante reacciones de fotosensibilizacién dependientes de oxigeno

(tipo 'y tipo ).

Fotosensibilizacién por fotoproductos del Trp
NFK, KUA, y otros fotoproductos del Trp tienen propiedades fotosensibilizadoras.

El fotoproducto mas importante es ef NFK, que es inestable en solucién acuosa, pero estable
cuando se une a proteinas.

El peak de absorcién del NFK esta en los 318 nm.

El NFK tiene gran capacidad para actuar como un fotosensibilizador endégeno con radiacién UVB y
UVA.

La fotosensibilizacion del Trp promueve la oxidacién de otros aminoacidos mediante 2 accidn de
UVB sobre fotosensibilizadores endogenos (NFK, KUA, otros).

"0y, H0z, y -OH (pero no O7) pueden oxidar al Trp formando NFK, acelerando de esta manera
la fotooxidacion de las cristalings.

Fotooxidacién mediante luz visible

La luz visible de A corto es absorbida por cromodforos endégenos (riboflavina, y componentes
amarillos relacionados con la edad). Ademas, fotosensibilizadores endogenos como algunas
drogas (ptalocianinas, porfirinas, o psoralenos) pueden ingresar al cristalino durante fototerapias.
Estos cromoforos absorben luz visible y actiian como fotosensibilizadores, provocando dario
fotooxidativo mediante la generacion de especies de O,.

El azul de metileno, rosa bengala, o las hematoporfirinas, producen inactivacién de las enzimas por
medio del mecanismo 02 en presencia de luz visible.

Riboftavina + luz favorece la unién de cristalinas.

GSH es inactivado en presencia de riboflavina (o azul de metileno) + luz.

Fotooxidacion con riboflavina se lieva a cabo por mecanismo tipo |, formandose O, y H,0,.

La conformacion proteica influye en el tipo de reaccién que se produzca (I o ll). La tipo | se ve
favorecida por una baja concentracion de O, .

Fotooxidacién y catarata
La transparencia del cristalino normal se debe al ordenamiento espacial de los agregados

supramoleculares de las proteinas y membranas del cristalino, lo que disminuye la dispersién de la
luz por efecto intarferencia,

La formacidn de catarata resulta de dos cambios a nivel macromolacular:

-al aumento de tamafio de los elementos dispersores de uz (>1/20).
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-el aumento de la diferencia de los indices de refraccién entre los elementos dispersores de juz y
su medio circundante,

ELEMENTOS DISPERSORES DE LA LUZ: Agregados proteicos

) Identificacion de elementos dispersores responsables de opacificacién en la catarata por

frio (Biophys. J. Vol 3; 1982)

Existen dos tipos de dispersores de luz en los cristalinos intactos:

-pequefias unidades de 100 A° de radio. No participan en los fendmenos de opacificacién. Las
particulas de radio=80A° serian a cristalinas. Por lo tanto, estas pequefas unidades dispersoras de
luz serian principalmente  cristalinas.

-grandes elementos de alrededor de 1500 A° de radio. El tamario de estas particulas &s de un
rango amplio, perc el valor promedio es de 1500 A®. En el nGcleo se aicanzan valores entre 2000-
5000 A°. Son responsables de la opacificacién de la catarata por frio.

Con el frio se produce catarata debido al aumento de la dispersion de la luz por los elementos
dispersores grandes.

I} Microscopia electrénica de agregados de o cristalinas nativas y reconstruidas (CER Vol 7
Ne° 1, 1988)

Las « cristalinas estan formadas por uniones combinadas de subunidades oA y aB. Pero es posible
construir homdlogos de « cristalinas sin combinar sus subunidades.
El PM de las subunidades (c/u) = 20 kD.

Ya que las a cristalinas presentan un rango de PM relativamente amplio, es posible pensar que
debe haber un tamafio minimo de a cristalina sobre el cual se “generan” los otros tamafos (por
agregacion).

Seguin la técnica de extraccién tenemos;
-0 , Que es aguella extraida a 4 °C, y que presenta unPM de 800kD.
-0, , que aquella extraida a 37 °C, y que presenta un PM de 320 kD.

En este estudio se evaluaron tres tipos de a cristalinas:
a) am : sus tamaros son de 6,2+/-1,3 nm de diamsetro. De forma irregular. Y con una relacién cA.aB
.
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b) u. : sus tamafos presentan una mayor variacién, y son de 10,5+/-2,5 nm de didmetro. Se
formaria por agregacién de «,, por efecto de la temperatura.

¢) a cristalina reconstruida : se reconstruyeron dos tipos

-agregados oA ; con tamafios y forma uniforme (8,4+/-1,3 nm de didmetro). Pueden superagregarse
hasta formar moléculas de hasta 20 nm de didmetro.

-agregados aB; son esféricos, y con un tamafo promedio de 9,1+/-1,2 nm de diametro. No se
superagregan.

Existiria una relacién entre el tamafo de las a cristalinas y la cantidad de cambios
posttranslacionales sufridos por la proteina (especialmente la degradacion C-terminal de aA).
Al parecer oA participaria en la estabilizacion de las o .

Segun estudios de Augusteyn y colegas las a., estarian formadas por 12 subunidades, con una
razén A:B = 2:1.

lll) Acerca de |a estructura 4* de las proteinas HMW de cristalinos bovinos
(Eur. J. Biochem. 50:503-9; 1975)

Estudios con microscopia electrénica de HMW muestran que son agregados de o cristalinas de
LMW,

El didmetro de las o cristalinas = 18 nm app.

Las HMW presentan didametros variados. Los mayores son de! orden de 500 nm. Las proteinas
HMW estan formadas por subunidades globulares de 18 nm de diametro.



o cristalinas

1) El efecto de fa fosforilacién en la estructura de la ¢ cristalina
(Bioch.Biophys.Acta 999:293-99; 1989)

Las « cristalinas pueden fosforilarse mediante reaccién dependiente de AMP, . La subunidad A
sufre mayorments fosforilacion, sobretodo en Ser 122, lo que altera su conformacion.

Con la edad se producea un aumento de fosforilacion.

La fosforilacion altera la conformacién de A pero no su asociacion para formar o cristalina.

Se construyeron homopolimeros con subunidades fosforiladas (A, y B,) y no fosforiladas (A2 y Ba).
Cada uno de estos agregados (4) formé particuias de 9,3-9,5 nm de didmetro.

Los radios hidrodinamicos fueron del orden de 7,1-8,1 nm, medidos por dispersién luz. Por
microscopia electrénica las medidas fueron 4,6-4,8 nm de didmetro.

Por lo tanto, la fosforilacion produce una alteracién en aA principalments. La fosforilacion de Ser
122 lleva a una mayor exposicién de Trp 9 y Cis 131.

En cristalinos bovinos jévenes un 3-5% de los grupos sulfhidrilos de la subunidad oA estan
expuestos, mientras que en los cristalinos viejos el 35% (debido a la fosforilacion).

Se postula que la o cristalina es un dodecémero.

La fosforilacion provoca una alteracion de la capacidad de interaccion de la o cristalina con otros
constituyentes del cristalino (actina, citoesqueleto, mb.).

ll)Estructura 4" de o cristalina de cristalinos de ternero: un modelo tetrahédrico de 3 capas
(J. Mol. Biol. 192: 711-24; 1986)

Las a cristalinas son particulas globulares polidispersas, formadas por 2 subunidades (A y B).

El PM de cada subunidad es de 20 kD.

Una o cristalina presenta aproximadamente en promedio 40-50 subunidades, o méds (dependiendo
del Ph, la fuerza iénica, 1a T°, etc).
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Las o cristalinas son las que mas dispersan luz en el cristalino (dispersién sin opacidad en
cristalinos sanos)
La relacién «AaB = 3:1,

Se plantean varios modelos para la estructura de [a a cristalina:

a) Modelo de Bindels (1979). a. cristalina presentaria una estructura 4° en la que las subunidades
estan ordenadas en 3 capas concéntricas, cada una de las cuales tiene (de dentro a fuera) 14+/-2
subunidades A, 13+/-3 subunidades (10+/-2 Ay 3+/-1 B), y 15+/-2 subunidades (7+/-1 Ay 8+/-1 B).
b)Modelo de Tardieu (1986): o cristalina presentaria una estructura 4 con forma de un tetrahedro
de 3 capas. En la primera capa habria 12 subunidades, en la segunda 24, y en la tercera 24.

Este modelo explica la gran sensibilidad de la estructura de |a o cristalina al medio ambiente.
Estudiando o, de ternero, mediante dispersion rayos X, se obtuvo que: PM promedio = 840+/-80
kD; Radio de Giro = 61+/-1 A°, Radio hidrodindmico = 88+/-2 A°. Estos resultados varian seguin las
condiciones de experimentacion (T°, Ph, etc.).

En este trabajo se determind también que al aumentar el Ph (de 6,8 a 11) se produce una descenso
del PM, del R. de G., y del R. H.; y que al aumentar la T° (de 45°C hacia arriba) se produce un
descenso del R.H.

Por lo tanto, se concluye que la o cristalina es altamente sensible a las condiciones fisicoquimicas.

Los modelos que se han postulado para la estructura de la o cristalina se pueden clasificar en 2
tipos:

a) Modelo de multicapas: que puede dividirse en; - de simetria letrahédrica; que se basa en
estudios con a; , que demuestran que ésta estaria construida por subunidades ensambladas
similarmente al caso de un virus, Este modelo se caracteriza porque idénticas subunidades estan
en posiciones equivalentes y relacionadas por simetria de ejes, las subunidades interactian por
uniones no covalentes, el ensamblaje tiende a minimizar el niimero de contactos diferentss, y las
subunidades no pueden ubicarse en simetria de ejes (a diferencia del modelo de Bindels). En este
modelo la 1° capa presenta mas que B subunidades (12), la 2* y 3* capas, con simetrfa
tetrahédrica, deben tener 12, o muitiplos de 12, subunidades (2° capa = 24 subunidades aprox., y
3" capa = >24 subunidades). La simetria exige un minimo de 12 subunidades por capa. El radio de
una subunidad = 18,5 A° aprox. El radio de la 1* capa = 35 A°. El radio de |a 2 capa = 59,8 A®. Y el
radio de la 3* capa = 86,5 A®.

En caso de agregacion debida al envejecimiento se afiadirian subunidades desnaturalizadas (por
cambios posttranslacionales) sin romper la estructura completa de la o cristalina. Esta agregacion
de subunidades alteradas se lleva a cabo & nivel de la 3® capa.

- de 3 capas (Bindels);, en este modelo las
particulas serian isométricas, con las subunidades organizadas en capas concéntricas esféricas. El
numero de subunidades = PM particula/PM subunidad (20kD) . Cada subunidad mide aprox. 18 A°
de radio. |.as subunidades se ordenan en una segunda capa de radio = 62,2 A, con 15<n<36, y en
una 3* capa de radio = 84,2 A°, con n>36. Hay discordancias con este modelo.

b)Modelo multimero: en que las especies de « cristalinas se producirian por asociacion de multiples
unidades basicas (oligbmeros).

I} Una posible estructura para ¢ cristalina
(FEBS 222; 1: 1-5; 1987)

Las a cristalinas presentan una variabilidad impontante en su tamafio debido a su sensibilidad al
medio.

Se postula que la o cristalina tiene propiedades de una proteina micelar debido a que presenta una
gran division de sus secusncias de aminodcidos en hidrofébicas e hidrofilicas.
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La concentracién de cristalinas en el cristalino = 600 mg/m.

La « cristalina presenta subunidades A y B, cada una de ellas con PM = 20 kD, que pueden
alterarse por deamidacién, fosforilacién, etc.

La proporci6n de las subunidades para formar o cristalinas varia de especie a espacie, y con la
edad.

Las subunidades tendrian las mismas estructuras tridimensionales, y ocuparian los mismos sitios
en los agregados (a cristalinas).

EL PM promedio de la o cristalinas = 800 kD (320 kD<PM<15 MD). Esta variacién del PM no
depende de la concentracién proteica.

Las distintas a cristalinas (de distinto PM) no estarian en estado de equilibrio, sino que la T°, al Ph,
las fuerzas idnicas, y los iones especificos, alterarian su tamafio .

El tamafio de la a cristalina = 6 a >20 nm de didmetro, y con forma esférica. Segun microscopia
electrénica (no teoria).

Modelos de g cristalina

Modelo de estructura 4* (Hoenders)

a cristalina presentaria 3 capas, la central presentaria s6lo a A, y la mas externa permitiria la
adhesién de otras particulas al transcurrir la edad.

Modelo tetrahédrico
a cristalina seria un dodecamero simétrico.

Modelo micelar

Una micela es un agregado, por autoensamblaje, de moléculas anfifilicas orientadas con su regién
apolar lejos del solvents. Esto disminuye la energia libre, con una entropia fuertemente positiva.

La formacion inicial de la micela ocurre dentro de un rango estrecho de concentracion para
condiciones ambientales determinadas (concentracién critica micelar), y los agregados formados
son esféricos.

A altas concentraciones la micela toma formas cilindricas y/o de bicapa. Por esto, el tamafio y la
forma de la micela pueden ser muy variables.

En un solvente polar el corazén de la micela esférica no podra ser mucho mayor en tamario que sl
largo de 2 regiones no polares. Una vez formada, la micela se estabiliza por medio de una
combinacitn de efectos entrdpicos y de interacciones entre las moléculas de la regién hidrofilica y
el solvente. No hay interacciones especificas entre las moléculas hidrofébicas del corazon (iibres
para moverse y rotar).

En este modelo no habria una Unica organizacion estructural de las subunidades de la superficie y
de las internas.

Estudios de las subunidades arrojan que ios aminoécidos 1-63 (dominio N-terminal) de las A son
fuertemente hidrofobicos. Mientras que los otros son hidrofilicos. Los aminoéacidos 1-63 estan
ubicados en el centro.

Se ha observado que hay un aumento del tamafio de la a cristalina con el aumento de la
concentracién proteica (edad). Ademas, todas [as subunidades estan en posiciones equivalentss y
accesibles a la superficie.

Con el envejecimiento, y con la innata licuefaccion del interior de la micela, es posible que ocurran
interacciones espscificas debido al movimiento de las subunidades. Esto, més los trastornos del
agua intracelular, favoreceria la formacion de catarata.
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IV) Acerca de ta estructura de la ¢ cristalina: el minimo PM
(CER Vol 7, N°%6; 13888)

Segun la T° usada para aislar o cristalina se obtiene:

a) an , aislada a 37°C, y de PM = 291-368 kD. Polimerizaria con el frio (4°C) o con la edad
formando agregados.

b} o, ; aistada a 4°C, y de PM = 604-700 kD.

+

E! PM de la o cristalina varia segun los modos de analisis.

Especies minimas de fraccionamiento
Para las especies minimas se han obtenido PM de 280 y 529 kD.

La intensidad de luz dispersada es proporcional al radio molecular a ta 62 potencia .

Las fracciones de bajo PM (especies minimas) tienen un PM de 280 y 529 kD para o ¥ o
respectivamente. Estas estarian formadas por 14+/-1 y 26+/-2 subunidades. Podria ser que, dada
la polidispersidad de las o ¥ o, €l PM y el minimo niimero de subunidades sea menor.

am Son particulas esféricas de 6,2 nm de diametro.

. son particulas esféricas de 10,5 nm de diametro.

Los agregados proteicos {opacidades) son polimeros de las especies minimas {(dimeros, trimeros,
etc.), lo que explica la polidispersidad de estas macromoléculas.

Por lo tanto, la « cristalina es una proteina micelar que puede albergar varias subunidades.
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Bioguimica de la Catarata
(Ocutar Lens)

Proteinas

El contenido proteico en la periferia del cristalino es de un 35% de su peso
humedo. Y de un 40% en la regién central.

g cristalina

Recién sintetizada presenta un PM de 700 kD, pero con la edad alcanza un PM de 1000 kD, lo que
da cuenta de su heterogeneidad.

Esta formada por polipéptidos (A y B) unidos por fuerzas no covalentes. La proporcién A:B en las
céls. epiteliales es de 1.3, en las céls. en proceso de diferenciacion 3:2, y 3:1 en las céls. fibrilares.
La cadena B es mas alcalina,

Todos los polipéptidos presentan un NH, terminal bloqueado por un grupo acetii metionina, salvo
en el caso de las y cristalinas.

El Ca*? participa en la formacion de HMW, pero no se requiere para la estabilizacién de dichas
moléculas.

B cristalina

Es un grupo de proteinas cuyos PM=4-10* a 2,510° D.
Presentan subunidades unidas no covalentemente.

Son proteinas ricas en grupos thiol.

y cristalina
Sdlo se presenta en forma monomérica.

Es rica en grupos thiol.
Son mas basicas que las a cristalinas,
Presentan un PM=20 kD.

Proteinas citoesquelsto
-Filamentos delgados: formados per actina; espesor = 7 nm.

-Filamentos intermedios: formados por vimentina (que disminuye con fa edad); espesor = 10 nm.
-Microtabulos.

Proteinas de membrana

-Intrinsecas; bomba Na-K, stc.

-Extrinsecas: polipéptido 43 kD (puede presentar actina en pequefas cantidades).

La concentracion de proteinas infiuye en la solubilidad de las mismas. Por lo tanto, en el crtex hay
mas solubilidad que en el nucleo,

Alrededor de los 60 afios el cristalino presenta un 50% de proteinas insolubles. En jovenes este %
(menar} se dsbe a las proteinas de membrana y matriz celular.

Con la edad este % aumenta, debiéndose al aumento de proteinas insolubles (cristalinas).
Normalmente las proteinas estan en estado soluble gelatinoso.

Los HMW se forman por agregados de «a cristalinas y de ofras cristalinas.

En cristalinos normales se observan HMW no covalentes. Pero en cristalinos cataratosos se
observan HMW covalentes. Por lo tanto, se sugiere que los HMW serlan los precursores de las
fracciones insolubles en agua.




Lipidos

El 50% de los lipidos del cristalino es colesterol (en membrana).

El mayor fosfolipido es la esfingomielina.

Los ac. grasos son principalmente saturados (s6lo el 2% son insaturados), fo que otorga rigidez a
ta membrana celular, sobretodo en las regiones mas internas det cristalino.

Metabolismo vy reacciones de éxido-reduccién

El consumo de glucosa del cristalino=5 umol de glucosa por hora por gr. de peso himedo.

La via hexosa monofosfato produce 2 mol NADPH/cada glucosa metabolizada.

Ei glutation es sintetizado en el cristalino. Su concentracion en el epitelio=60umoligr. peso humedo.
En el epitelio hay mas glutation thiol que proteinas thiol. En el cortex disminuye esta concentracién,
pero mas aun en el nucleo, resultando como promedio una concentracién de 10 umol/gr en todo el
cristalino.

Sistemas de detoxificacién de agentes oxidantes
Varias enzimas se encargan de detoxificar al cristalino:
Catalasa: participa en la reaccion H,0,—»*H,0 + O, Se encuentra en bajos niveles, y no es
eficiente para eliminar pequefias cantidades de H,0, pues presenta un Km relativamente aito.
Glutation peroxidasa: participa en ia reacciéon 2GSH+H,0,—* GSSG+H,0. En esta reaccion el
glutatién es el cofactor. La glutatién peroxidasa contiene Se, y presenta un Km bajo para el H;0, , ¥
es capaz de hidrolizar hidroperéxidos.
Nota: el glutation es clave en la defensa del cristalino frente a agentes oxidantes. El GSSG
(glutation oxidado) puede ser reducido por la Glutation reductasa:
GSSG+NADPH-»* 2GSH+NADP
Es posible también que el glutation sea capaz de reaccionar espontaneamente con proteinas S-S:
PSSP+GSH-* PSSG+PSH vy Iuego PSSG+GSH(otro)»>*PSH+GSSG |, donde * es la
enzima giutation reductasa {en presencia de NADPH).
En los pacientes cataratosos se observa que la glutatién reductasa adn esté activa, y que el shunt
hexosa monofosfato esta operacional. Pero en ellos se presentan S-S, lo que haria pensar que este
mecanismo enzimatico no es fundamental para reducir proteinas S-S.
Sistema thioredoxina: este sist. consiste en: una proteina dithiol (thioredoxina) de 12 kD: la enzima
thioredoxin reductasa, que es un dinucleétido de adenina y flavina.; y NADPH. Este sist. es
altaments efectivo er(fa reduccién de protsinas S-&. y opera de la siguiente manera:
\ SH H
Thioredoxina + PS5, * P + Thioredoxina
SH SH

* NADPH y Thioredoxin reductasa

La thioredoxina es un reductor relativamente potente, con un Eg=-0,2 V a Ph=7,0 (en comparacién
a Ey= -0,25 V del glutatiéon) para un polipéptido aislado de E. Coli.
La thioredoxina requiere dithioles para su reduccién, no se reduce con monothioles. {como en el
caso del glutation).
Thiof transferasas: estas enzimas catalizan thiol-disulfidos, utilizando glutation:
PSSP+GSH-*PSSG+PSH
y luego PSSG+GSH->*GSSG+PSH

*Thiol transferasa
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El GSSG es luego reducido por glutatién reductasa y NADPH.
Nota: los PSSP nativos son relativamente resistentes a la reduccién. S$6lo son accesibles a estos
sist. enzimaticos los PSSP formados por insulto oxidativo.
No sélo son oxidados los grupos thiol, también pueden sufrir oxidacién los grupos S-CH, de la
metionina, formandose suifuxido de metionina.
Habria una enzima que reduce a la metionina disulfida. En este caso los monothioles (glutatién)
son inefectivos como cofactores. Sin embarg6, la thioredoxina es efectiva:

\SH —»

Prot.Met. SO, +thioredoxina *  thioredoxina+Prot.-Met.
SH

*Thiredoxin reductasa, Metionin reductasa, y NADPH.

Cambios en la estructura de las cristalinas en [a catarata
Las opacidades son el resultado final de una serie de procesos quimicos complejos. Por lo tanto,
un cristalino transparente no es necesariamente un cristalino sano.
Agregados HMW con PM mayores o iguales que 50-10° D. son capaces de dispersar juz y producir
catarata.
En cristalinos normales la disminucién de la transparencia con la edad se debe a la acumulacién de
polimeros unidos no cavalentemente. En dichos cristalinos inicialmente se forman estos HMW
(sotubles e insolubles) en el nucleo, y no involucran enlaces covalentes de mondémeros.
Sin embargo, en |a catarata se acelera la formacion de HMW insolubles, que involucra enlaces
covalentes de monén{ros, y no esta limitado a la regién nuciear.

disulfuros (predominantemente)

Los HMW covalntes
otros (minoritariamente)

Se ha observado que la cantidad de HMW no implica necesariamente opacidad, es importante
también el cambio cualitativo, que implica alteraciones en el indice de refraccién (sinéresis?).

En resumen, los puentes de unién de los agregados proteicos formados en cristalinos normales de
ancianos con pérdida de transparencia son débiles, no covalentes. No presentan puentes S-S, a
diferencia de ios HMW de cataratosos (estabilizacién por §-8),

Los agregados proteicos estan formados por tres tipos de polipéptidos de 43, 20, y 10 kD, y por
material no descrito (a la cromatografia). Ei polipéptido de 20 kD derivaria de los polipéptidos de
las cristalinas. El de 10 kD seria trozos de cristalinas. Y el de 43 kD seria una mezcla.

En general, todos los agregados con S-S presentan el polipéptido de 43 kD, que seria una proteina
extrinseca de mb., lugar donde se inicia la catarata. Por otro lado, se sabe que la proteina que
mayormente se une a la mb. es la y cristalina, o derivados de ésta.

En pacientes ancianos no cataratosos se observa que [a oxidacion esta confinada a la mb. o a los
componentes asociados a ella. En cambio, en pacientes cataratosos la oxidacién se extiende al
citosol (>50% Met. y 75-100% Cis. estan oxidados, sobretodo a nivel mb.). Nota: ¢ por paso de H,0,
a través de mb.?, ;lo que implica que sist. enzimdticos defensivos estan en la mb.?

En cristalinos normales los thiol estan {en su mayoria) escondidos. En cambio, en la catarata estan
expuestos.
Para la exposicion de los thioles debe ocurrir, primero, oxidacién de algunos grupos y/o cambios
posttranslacionales. lo que producs alteraciones conformacionales, y exposicion.

H otros agentes oxidantes
Los agentes oxidantes provienen del exterior del cristalino.



Los calaratosos presentan altos niveles de H,O, , que puede oxidar Cis. y Met La alta
concentracion de H,0; en el humor acuoso se relaciona con una alta concentracién del mismo en
el cristalino.

Ademas, una alta tensién de O provoca oxidacion. El O, es reducido por una serie de reacciones
univalentes que producen intermediarios altamente toxicos (superdxido, H,0, , OH-, H,0).

En los sistemas biol6gicos |a reduccién de O, ocurre en la superficie de las enzimas, y es inocuo.
Pero en otras situaciones puaden producirse radicales libres.

El ac. ascorbico, que esté en el cristalino y en su medio ambiente, puede actuar como reductor y
como atrapador de radicales libres, generando H,0,.

Ac. ascorbico+tuz+ion metdlico o riboflavina — H,0,

Algunos oxidantes pueden reaccionar con componentes biolégicos y formar nuevos radicales
(superbxido reacciona con ac. grasos poliinsaturados formando perdxidos lipidos, que pueden
romperse y formar malondialdehidos (altamente reactivos), que pueden reaccionar formando bases
Schiff con grupos de aminodcidos de proteinas o fosfolipidos, llevando a componentes
fluorescentes o pigmentados).

Ca'?y catarata
Una bomba mantiene bajos niveles de calcic en el interior del cristalino. Esta bomba es sensible al

dafio oxidativo, por lo que se observa un aumento de calcio en la catarata.

Proteolisis y catarata

No solo la agregacion de proteinas participa en la cataratogénesis, también la proteolisis de
proteinas desnaturalizadas.

Las alteractones estructurales de las proteinas desnaturalizadas provoca una exposicién de zonas
que son susceptibles a la proteolisis. Los trozos de proteina son, a su vez, participes de nuevas
reaccion@s , como por ejemplo, formacién de HMW. En la catarata nuclear muchos de los
polipéptidos de 10 kD unidos a las HMW derivan de y cristalinas proteclizadas.

Resumen

La serie de procesos que ocurren en la catarata se pueden resumir de la siguiente manera:

1° oxidacién a nivel de mb. celular, ‘

2° disminucién del transporte de iones, lo que conlleva a un estimulo del metabolismo de Ia
glucosa.

3° aumento del lactato intracelular.

4° disminucidn de la formacion de ATP, lo que lleva a una alteracion de la concentracion de iones y
a una disminucidn de la sintesis proteica.

5° oxidacion del glutation y de las proteinas del citosol (cristalinas).

6° alteracion de la permeabilidad de la mb. celular (a Na y Ca principalments).

7° aumento de la actividad proteolitica y de la transglutaminasa

8° formacion de agregados proteicos S-S

9° ruptura de la mb. celular, con la consiguiente pérdida de proteinas de bajo PM, aumento de agua
intracelular, y, en consecuencia, opacificacion.
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