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RESUMEN
La modtficac{dh. postraduccional de las protefnas es una
" reaccifn gque sucede sobre la cadena peptfdica cuando ;sta ya fue
ensamblada en los ribosomas. Esta modificacién puede alterar
algunas funciones originales de la protefna para las cuales fue
creada. Una de es(as reacciones postraduccionales es la GLICACION
DE PROTEINAS.

En esta reaccién de glicacién, que depende del tiempo de
contacto y de la :oﬂ:entra:ian de los reacténtes. las protefnas
plasm&ticas sé unen con glucosa para producir aductos de
protefna-glucosa. Asf, cualquier prntefna que est® en contacto

"contfnuoc con determinadas concentraciones de g{u:usa {iguales o
mayores a la existente en el plasma humano), serd susceptible de
gser glicatada, como ha sido el caso de la albémina, la colSgena
la hemoglobina y otras protefnas plasmadticas. Se ha descubierto que
las protelnas de la membrana del érltrn:ita también pueden
glicatarse bajo esas condiciones, como pudiera ser el caso de la
calmodulina.

La calmodutlina es una protefna Je bajo peso
molecular,termogestable y altamente acfdica que se encuentra en la
mayor{a de las c€lulas de nuestro organismo. Por su capacidad de
enlazar 2 iones fa gur molécula es " considerada una protefna
importante en el metabolismo de este ion y reguladora de las
actividades de varias enzimas.

Las implicaciones +isiflogicas de las protefnas que se
glicatan "in vive", han sido estudiadas y se ha espe:uindo que
pueden contribuir a la aparicién y desarrolla de algunas secuelas

patungical que se manifiestan en la diabetes. Desde este punto



de vista, en una primera fase de investigaciln sobre este tema,
el presente trabajo estudia la probable glicacién "in vitro®* no
enzimftica de la calmodulina de testfculo de toro con glucosa 7,
10 y 20 mM durante diferentes tiempos de incubacifn (24, 72 y 120
hrs.) en presencia y ausencia de Ca 1 mM.
) Lnsiresultados obtenidos demuestran que la glicacidn *in
vitro“*de la calmnd@llna es mayor en presencia de iones Ca y
proporcional con la concentracién de élu:osa y el tiempo de
incubacién.

Finalmente, el espectro en u.v. de la calmpdulina 9licatada
con 9glucosa 20 mM dupante 120 hrs. de 1n:ubac16n. ﬁresgnta
diferencias en el patrén de absorcién con el de la calmodulina

pura, gue probablemente son debido a'la reaccifn de glicacién



Introduccidn
La incorporacién de carbohidratos a gran némero de protefnas
del organismo (ejemplo las glicoprotefnas), es una reaccién que
ocurre después que se realizf la sfntesis de la cadena peptf{-
dica,es decir,es una modificacién pos-traduccional., Cuando esta
modificaciol ocurre en condiciones anormales o patolfgicas,mo-
difica las funciones originales de la protefna en cuestién. Un
‘wjemplo de lo anterior es la glicatacifn¥ de diversas protefhls
gque Se observa en el estado diabético,lo que tal vez ayude a
explicar algunas de las secuelas gue pueden aparecer en dicha
enfermedad,como soni
a) Los cambios microvasculares abliterativas ‘en la
retina.Algunos autores sostienen gue estos son el resultado
de la agregacién de glébulos rojos y que correlaciona con
el aumento de 1obs niveles de hemoglobina glicatada(1,2).8in
embargo,no existen datos que apuyén 1a hipftesis de gque este
fenSmeno de glicacién juegue un papel relevante en la
patogénesis de las secuelas microvasculares,
bi La formacifn ¢3 cataratas. Experimentos "in  viteo"
demostraron que la opalescencia es producida por el agregado
de protefnas del cristalino de alto peso molecular como

resultado de la glicacibn no enzimftica de las mismas (3).
[

#L.a IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature
recomendd a principios de 1987 usar el t&rmino GLICACION en
lugar de glicatacién, glucosilacién o glicosilaciédn. El producta

de una glicacifn sera una prototh glicatada(73,138).



c) Nefropatfas, Se describe que en esta enfermedad la
glicacién no enzimftica de las protefnas glamerulares estd
aumentada.

d} Trastornos de la perfusifn homog€nea y rfpida de 1los

eritrocitos dentro de 1a microcirculacidn. En estos casos

hay mayor rigidez membranal de los glébulos rojos y

disminucifn de su capacidad de deformacidh (5, 6, 7).

Aunque no se han eestudiado de manera exhaustiva las bases
+fsico-qufmicas que expliquen la disminucifn de la deformabilidad
y @] aumento de la rigldez_en los eritrocitas de 1los enfermos
diab‘ticos, 1a correlacidn de ambos par&metros con el grado de
cuntfnl diabftico sugiere una etiologla metabSlica. Un factor que
tal vez se relacione con el trastorno anterior, es la elevada
micruvlé:u:ldad de lg membrana del eritrocito observada en
pacientes diabfticos con niveles plasm&ticos de glucosa mayores
de 140 mg/dl , la éua! se atribuye a la glicaciénh aumentada de las
protefnas del glfbulo rojo (8).

lentro del contexto anterior es importante mencionar gue de
las protefnas susceptibles de ser glicatadas y con impfica:iunes
f:slald%i:as; esta la calmngulina 1a cual es considerada camo 1la
principal aceptora intracelular de iones calcio y 12 mediadora de
numernosas funciones velulares dependientes de est; ion. En el

‘caso de los eritrocitos, la calmodulina puede regular la
deformabilidad o forma 9lobal del eritrocito en respuesta a las
modificaciones de la concentraci8n de calcio intracelular y su
funcidn fallarfa si estuviese inactivada, como pudiera suceder en
el caso de que fuera glicatada, lo cual no ha sido todavfa

comprobado tanto *in vivo® como *in vitro*.



1., ~ANTECEDENTES CIENTIFICOS

l.l.-Moditicaciones postraduccionales de' las pratefhas.
La sfntesis de una protefna se realiza en cuatro etapas:
1.-Activacifn. En el citoplasma los aminoatidos solubles
se unen a su &cido ribonuclfico de transferencia (ARNt)
?nrrespondiente por un enlhce &ater, formando un complejo
aminoacil-ARNt,
2.-1niciacifn, El &cido ribonucléico mensajero
" . (ARNm) que lleva el codigo genético que especifléa la 5gcuencll
de aminofcido a enlazar ¥ el complejo aminoaci}-ARNt se unen a la

subunidad ribosomal,

3. -Elongacifn.El polxpéptldo de reciente creacién se

alarga por adici8n secuencial de nuevos aminofcidos transferidos
por el complejo aminoacil-ARNt. .

4,-Terminacifn., En la (ltima etapa de la sfntesis, la
cadena polipeptfdic;.termina cuando ef ARNm encuentra sefales
que asi lo indican y el polipéptido es liberado de los ribosomas
t, 9.

Sin embargo, diversas clases de protefnas experimentan
cambios en su molécula ya sea por altera;i&h quﬁnica de los
aminoXcidos, ‘por la adicifn covalente de diversos substituyentes
O por énlace no covalepte con otra molécula no protefca. Estos
cambios pueden ocurrir durante o despufs de la sfhtesis de la
cadéna polipeptfdica, 1o gque implica ge la pulimerizaciﬁn de los
aminodcidos  sobre los ribosomas, que est& gen€ticamente
e-pe:if!ca&a, no constituye el proceso total de s{ntesis de una

protefna (1, 2).



Uy y Wild (10} han prnbue:to el siguiente esquema de  la
sfntesis de protefnas en donde, de manera m&s amplia, el producto
#inal es una mol&cula biolégicamente activa:

Etapa i. Traduccidn @
Amino&cido + ARNt ———— Complejo aminoacil-ARNt

Etapa 2. Polimerizacién:
Complejo aminoacili-ARNt1 + aminoacil2-ARNL2"

+,..aminoacil20-ARNt20 ——p Polip&ptido + ARNm-riboscomas

-Etapa 3. Procesamiento:

a)Polip&ptido —» Prote(na
activa
biProtefna activa —_

Protefna inactiva.

8¢gﬁn el esquema anterfor, un mecanfsmB celular que regula
e, 1A a:(ivldad‘ y la #uncién de diversas pr&tefnas es el qgue se
'rlfiere a las MODIFICACIONES COVALENTES POSTRADUCCIONALES DE LAS
PROTEINAS, Estas modificaciones incluyen cuafquier alteracifin "in
vivo* que involucre la ruptura o la creacifn formal de enlaces
covalentes en las pru!efhas y los p&ptidos de-bajo peso molecular
despufs de que se completa la etapa 1 del esquema anterigr
{10} En el primer caso, ruptura del enlace, se requiere la
eliminacifn de un cierto nﬂhéro de aminofcidos a partir de un
precursor generalmente inactivo, que darf una cadena polipeptfdica

mia pequeha pero activa, camo sucede con la tripsina, la pepsina y



lé quimotripsina y en la activacidn de ciertas hormonas como la
insulina (10). En el segundo tcaso, la formacifn de enlaces
‘covalentes, diferentes grupos radicales o funcionales ;e unen
qufmicamente a los aminoScidos de las protefnas. En general estas

reacciones de modificacifn postraduccional se pueden agrupar en

las siguientes categorias (2):

a) Glicosilacién. Consiste en la | introduccifn de
monosac&ridos dligosacﬁrldos b4 poiisac!ridn? a ias protefnas.
Incluye los glicosilderivadas de los amlnuécldo}'
asparagina, serina, treonina, cisteina, as{ como de 1la
‘hidroxilisina, hidroxiftenilalanina y B-hidroxitirosina.

b? Fosforilacién., Es el agregado de grupos +osfatos a
residuos aminofcidos de protefnas. Engloba a lps monoesteres de la
serina,la’ treonina y la tirosina y las fosforamidas de lisina,
histidina y arginina.

:5 Hetilac163.> CDnSiste en la incorporaciSn de grupos
metilos en algunos aminofcidos de las protefnas que da como
resultado protefnag N-metiladas estables. Ejemplo de aminofcidos
que experimentan esta reaccifn son la arginina, la histidina, la
iisina y la glicina y en general los grupos alfa amino libre.

d) Acetilacifn, En este caso se produce la unién de grupos
acetilgs a resjduos amihofcidos de las protef{nas. En la mayor{a de
los casos se producen pratefnas N-acetiladas y los principales
aminofcidos que expértmcntan esta (cacciSh son la alanina y 1la
serina.

e} Hllogenacidh- Se produce por la {ntroduccién de cloro,



bromo o iado genoralﬁente en los aminofcidos tirosina e
histidina.

Todas estas reacciones son especfficas, es decir son
cataliz;das por enzimas 9 se ha sugerido que se realizan en
compartimientos celulares como el complejo de Golgi, el retfcin
endoplfsmica o el nfcleo (10, 13, 1),

Adem&s de este pEocesamientn de las protefnas por vfias enzi-
miticas bien de&lnidas. &stas pueden experimentar otro tipo de
modificaciones covalentes que pueden occurrir espont&neamente sin
catflisis especf#ica. Estas modificaciones no enzimfticas
inciuyen las glicosilaciones de grupos Ny N protéicﬁs que
pueden ocurrir en tejidos con altas concentraciones de glucosa,
1a deamidacidn de la asparagina y 1a glutamina en partata vy
glutamato }espectivamente, la formaciéfn de enlaces cruzados en la
col8gena Y 1a elastina, la racemizacifn de L-aminofcidos y 1la
hidrflisis de enlq&es pept{dicos (10, 2).

Este fenfmeno resulta particularmente importante pordque
estudios ‘1n.vitro' han mostrado que la unifh no enzimftica 'de
la ‘glucosa a los grupos amino libres de tiertas protefhas, trae
tomo consecuencia la inactivacifn total de su funcidn tal y comd,
sucede con la acetoacetato descarboxilasa (27), 1a alcohol
deshidrogenasa (28), la asparaginasa (29), la lipoprutefha de
alta densidad (30), la 2-ceto-4-hidroxibutirato aldolasa (31), la
lipoprotefna de baja densidad (31), 1la ribonucleasa (32), 1la
uridindifosfato deshidrogenasa (33) lo que podr(ﬁ en alé&n
momente contribuir a la explica:i&n a nivel blodufhico, de

algunas patnlog{as gue aun no se han aclarado totalmente. '



1.2, +GLICACION NO ENZIMATICA DE PROTEINAS

En 1946, Holmquist y Schroeder (1%) descubrieron la presencia
de un grupo bloqueador en el extremo aminoc terminal en la
hemoglabina. Hb A, Aunque se realizaron estudios posteriores para
tratar de descubrir la naturaleza de dicho grupo, Snicamente se
logré averiguar que se trataba de una base de Schifé sin
fdtnti&icarla con exactitud (15},

Fue a mediados de los aftips setenta.en que se mostré que el

grupo blogueador ‘involucrado era la glqusa (-] un producto de
ella), 1la cual se une por un procesa no enzimftico a la
ﬁemoglabina originando una modificacién pnstraducciuna{ de la
misma (16, 17, 19, 20, 73)., Originaimente, a esta reaccibn se le
di6 el ngmbre de éﬁucnsilaciﬁn no enzim€tica de la hempglobina,
el cual fue corregido posteriormente por la IUPAC, recomendando
el t&rmino glicacidn (137),
Estudiando el mecanismo de la reaccifin se descubriq que el
érupn aldehido de la glucosa reacciona con el amino libre de la
hemoglobina y forma una_base de Schif+ la cual experimenta un
rearreglo intramulecula}} conocido como réarreglo de Aﬁadnrl, in
que origina una cetoamina m&s estable (19, &8, 37).

€1 mecanismo genefal propuesto ﬁara 1a gllcataclzh no

tnzim‘glcn de las protefnas es el siguiente:



En el caso de la hemoglobina, esta reaccifn se lleva a cabe
"in vivo®"'y la cantidad de hemoglobina gii:atada se relaciona con
1a glucosa libre disponible y, por lo tanto, los niveles estfn
elevados en pacientes con diab&tes mellitus (19, 23, 37, 58).

Aunque este tipo de reaccidn se descubrif inicialmente en la
hemoglobina, 1la glicatacién no enzim&tiqa de protefnas no es
especffica de ella, puesto que tambi€n se ha demostrado que
ocurre en otro tipo de protefnas como la colfgena (22), la albf-
mina (23, 42), las protefhas del cristallno (23, 5&), la tubulina
(72) y las protefnas de la membrana plaﬁmStica del Fritrncito
(24, 44).

uTamblCn; se ha estudiado el +fendmenc de gllcac16n en
experimentos "in vitro® con protefnas que, por su distribucién
tisular en el organismo, reaccionan +£cilmente "in vivo® con 1a
glucosa libre, Day y col.(197%) fueron los primeras en demostrar
que la albdmina sérica,humana Yy otras protefnu del suero, son
9li§atadas *in vitro® de manera no enzimftica después de 'su
incubacion con glucosa (23, 58, 42)., Adem&s, en experimentos “in
vivo® descubrieron que los niveles de albfmina glicat;da esté&n
elevados en pacientes diabfticos mal controlados(23, 58).

Se ha sugerido que durante la hiperglucemia ocurre glicacién
de protefnas *in vivd® y que las alteraciones en sus propiedades
" $fsicas y biogufmicas vpueden contribuir a las complicaciones
progresivas y cr&nicas de la diabetes (20, 21, 25, 33, 43). Sin
embargo, en la actualidad adn no se han logrado demostrar en

forma categorfca la existencia de correlaciones directas entre la

1o



glicacifn de protefnas y la fisiopatologfa de la diabetes. Por

ejemplo, =e sabe que la vida media de los eritrocitos de
pué!entes diab&ticos es nds corta ¥y presentan aumento de la
rigidez membranal. Asi mismo, se ha.ubservado que las protefhas
de la membrana est&n gligatadas {24, 44) pern. se necesita
identificarlas y demostrar que su modificacif®n es la causa de la

alteracién que presenta el eritrocito.

2. CALMODUL INA

La calmodulipa es una protefna considerada como la principal
aceptora lntrace{ular de iones calcsb y mediadora de numerosas
funciones celulares calcip~-dependientes. Los principales procesos
_en los que intefviene esta pratefna son (&7, "53):

a) Metabolismo de los nuclebtidos cfclicos a trav€s de
la activacién de la fosfodiesterasa y la adenilciclasa.
. b} Fosforilacifn de protefnas de membranas
citoplasmiticas. ' .
:E Ensamblaje y desensamblajé de microtébulos
d} Metabolismo de glu:Eéeno, a t;hvés de 1a activacifn

de la fosforilcinasa “

e) Flujo de cilclo, ya sea activéndu a.la ATPasa (Ca -
Mg), ln}ervin!endu directamente en el transporte de calcio o
auxiliando a la bomba de Natsca'™,

$) Secre:{Gh intestinal de iones

g) Liberacifn de neuyotransmlsures.

h) Activacifn de 1a cinasa de cadena ligera de la

niosima del misculo esquelftico y el misculo 1isa.

-



i) Activacién. de dtrii-listemas enzimSticos como .la
NAD-cinasa, 1a triptofano S-monooxigenasa y la fosfolipasa A2.

- . .
La calmgdulina fue.descubierta por W.Y.Cheung en 1970 en el

cerebro de onlnu (?7). PnstErinrmente varios investigadores la
aislaron y purificaron a partir de diversos tejidos de
vertebrados segfn se observa en la tabla @ ( S0, 86, 92, 127).
Se le ha detectado en casi todas las células eucaridticas
estudiadas, asi como en varias especies de vertebrados incluyendo
los peces, 1los reptiles y los anfibios (91,. 92, 126. 127, 128),
Tambi&n se le ha aislado de varios invertebr}dos como lombriz de
tierra,la ;némunS de mar,el pulpo (?1,92). En. la tabla 11
se resumen los resultados obtenidos de.esos estudios (127). N

A nivel subcelular, la calmodulina est§ distribuida entre las
fracciones particuladas y solubles (92, 127). En 1974, Smoake y
colaboradores (92i, descubrieron que el 90 % de la calmodulina
demostrable en la sangre, se localiza en los eritrocitos y el 10
% en las plaguetas, aungue también se le ha encontrado en los
leucocitos polimorfonucleares (93),

Es lmportant? ﬁencionar que el anSl!sls secuencial de los
aminofcidos de 1la calmodulina obtenida de diferentes fuentes
demqstr( que se trata de una prntefka con muy escasa varjacién a

1o largn de la escala filoggnetica.

2.1.~ESTRUCTURA DE LA CALMODULINA

La secuencia peptfdica de la calmodulina se divide en cuatro

segmentos estructuralmente relacionados entre sf, conocidos como

12




JABLA 1.-Niveles de calmodulina en tejidos vertebrados.

Tejido¥ v < ~+Contenido¥k Concentracifin % Total
{mg/kg) Relativa (%) ¥&# Prot.
a)Cerebro ‘3500 100 0.5
b)Testf{culo 450 100 0.15
A -Cabeza de espermato-
zoide - - 12

ciMdsculo

~Utero . R . 240 - 0.4

-Aorta 150 -t 0.2

-Estémago (aves) . nuof. - --

-Corazén © 40 10 . -

-Esquelftico 38 ? --
d)H{gado 80 20 0.1
€)RiNEN 90 ¢ 15 0.24

-M&dula . . 170 -- --
#)P&ncreas : . %0 -- 0.05

~Islote de Langerhans 400 - -
g)Tiroides ) 30 - 0,02
hIM&dula adrenal 110 30 ' --
i)Pulmdnes 140 25 -
j)Bazo ‘ 80 14 -
k1Préstata , 106 20 --
1 Timo - 43 -
m)Médula osea . - 13 --
‘n)Eritrocitos 120 28 -2
o)Plaquetas - 320 -
piPlacenta - -- 4-;.
r)Epidermis : - - 0.4



* Incluye téjldos de humano,

buey, carnero y ratones.

rata, cohejo, pollo,

tortuga, rana,

¥% Se basa en el rendimiento de calmodulina purificada de esos
tejidos, corregido por el porcentaje de recuperacifn,

#¥% Es expresado como porcentaje de la actividad
extractos de cerebro (unidades/mg).

especffica de

JTABLA II.Niveles de calmodulina en procaribtes,hongos,

plantas e invertebrados.

Origen ' Calmodulina Calmodulina Rendimiento
detectada (%Prot.total) tmg/kg)
1.-Procariontes
-E.coli. . No detectada(ND) - -
-S.tiphimurium ND -- -2
I1.-Eucariotes
a)Hongos
1)Mohos {B.emersonii) + —_— . —
E)Neuraspnra crassa + -- -
blLevaduras
l1)Saccaromyces
cerevisiae ND - -
2)Basidionicetos ’ "
-Rusulla sp. + - 20-%0
. -Agaricus bisporius + - -
3)Mohos de limo
~-Physarum polycephalium + - -
-Dictyostelium discidum + 0.05 6
II1X.-Protozoarios
a)Amoeba proteus + - --
b)Paramecium tetraurelia + -- 30-23

3
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c)Tetrahymena pyriformis + 1.0 o 15;20
IV.-Plantas ‘ '

a)Chlamidomonas rein-

hardtii ' + - -
b)Semillas de cacahuate ¢ : 0. 12 . 2
c)Semillas de frijol + ! - .-
'd)Hujas de espinaca + B ‘A 0.6 8

e)Cebada + i '--’7 - 20-50

V.-Invertebrados

. a)lEsponjas + -
_ b)Renacuajo + '67
ciLombriz de tierra + 17
d)Pulpo + 2
e)Insectos + - -

DOMINIOS. Cada uno de los dominios est& formado por las' porciones
de la cadena que comprenden el siguiente ndmero de amino&cidos @
. Dominicg.I ¢ 12-3%
Dominio 11 : 48-75
Dominio III ¢ 85-112
Dominio, IV ¢ 121-148
Estructuralmente, cada dominio estf{ compuesto por dos
- regiones alfa-helicoidales en medio de las cuale;s g€ encuentra un
asa due es el sitio de alta afinidad que enlaza el calcio 'l6nlco
150, 32, %3, &3, 9;:). En el siguiente uquema_de la calmodulina se
flustra Io antes dicho (los dominios estan indicados con nimeros

romanos)
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Cada unc de los dominios posee requisitos de secuencia -.que
conforman estructuras 1lamadas de "mano EF* similares a las
halladas en otraz proteinas como la troponina-C y la parvalbamina

(prnternq muscular que tiene 1la propiedad de enlazar
' selectivamente al ion Ca) (49, 50, 52, S53). La siguiente figura

muestra los dominios y la configuracidh de *manoc EF":
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s’e dice gue spn de estructura "mano EF® porgue tienen
51m“itudl con nuestra mano cuando los dedos mefrique, anular vy
medio estdn doblados hia:ia adentro' de lé misma, simbolizando asi
a la ‘alfa-héuce que conforma el asa del dominio. Los dedos
l»ndlce‘ b4 }.:ulga.r‘ representan a las cadenas simbolizadas por los
vectores E y F respectivamente.

La estructura prima'ria de la calmndulina‘ posee una homologfa
interna sobre todo en los cuatro dominios enlazantes de calcio
se abserva cuando el primer dominio se alfnea con el tercero y el
seg'u-ndo conAel cuarto (52, 53, 67, 9:"). .

'Finalmente. es importante menclonarl que al contrariao de¢
’ ntr:as pratefnas del .grupu *mano EF", la calmpdulina es una
protefna ubicua que ha logrado conservar su estructura a 1o largo

de 1a evolucidn lo cual se refleja en sus m&li'!ples funciones

(49, S0, 352, 53).



2.2.-PROPIEDADES DE LA CALHODULINA

Tanto en ausencia como en presencia de calcio inico, la
calmodulina existe comp .un mfnomero termoestable de "16700
daltones de peso molecular y cuyo coeficiente de sedimentacibn es

de +18-20 S (50, 52},

-
‘Es una protefna muy acfdica, en 1a que aproximadamente el 30

% de sus amino&cidos son aspartatp y glutamato y gue no contiene
cisteina,hidroxiprolina ni triptofano (49! sb, 52). En la tatla
II1 se preseﬁta la :oqpnsiciﬁn de aminoScidos de la calmodulina
obtenida de varias fuentes. Su punto isoeléctrico es de 4.4, lo
gue explica su lenta migracién en gel.

Posee cuatro sjitios de alta afinidad de enlace de calcio por
molécula (Kd = 0,00001-0,000001 M), Una ver ligada al calcio, la
calmodulina experimenta una transicidn conformacional espec{fica
la cual afecta su contenido de alfa-h€lice, la gue aumenta hasta
el 54 % vy alter; el microambiente de varios residuscs de
amino&cidus.. Esto provoca gque también se modifiquen  sus
propiedades hidrodindmicas y se formen dominios hidrofSticos de
interaccifn gue son expuestos por la molécula..

En aJsencia de calcio iénico, en esta protefna predomina la
estructura secundaria, El 28-45 % de sus cadenas presentan una
coniprmaclén alfa-helicoidal y el 15-20 % lo pa:en en forma de
hojas béta plegadas (49, 52, &3).

Su coeficiente de extincifn (L) es de 2.1 (S0, 52, 53, 54,

43, 129),
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TABLA I11,-Composicidn de aminodcidos (residuns/mol)

Aninofcido .Calmodulina Calmodulina Calmodulina
testfculo rata Corazdn-ovino * cerekro-bovino

Acido aspartico a2 25 29
Treonina 11 12 12
Serina . 4 3 . . 5
Acido glutmico 28 ‘a0 29
Prolina 2 2 - 2
_Glicina 1z e :
e sy
Alanina i TR
Cistefna - - e
Yalina ! 8
Metionina 14 ‘
Isoleucina 9 ;
Leucina | . 10 K
.Tirosina .. ‘2 ! 2 2
Fenilalanina -] a ’ 9‘,‘j e ;
Triptofano -- S S if”' e
Histidina 1. R 7',1
Lisina b ? : .. 8
Lisina trimetilaga 1 _ T REE
Arginina . [ R - ?

Por su composicién de aminoécidos,‘ 1a calmodulina exhibe un
espectro de atsorcidn en u.v, caracter{stico, en donde se obserwva
un miximo a 276 nm y una meseta a 282 nm gue correspénde al
espectro de la tirosina, Los picos miltiples a 253, 283.35 y 240.5

son caracter{sticos de la banda de absorcifin de la estructura
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fina de 1a fenilalanina (50, 52, 9%3). A continuacién se muestra
el espectro de absorcifn de )a calmodulina obtenida por Yung Pin Liu

¥ Hay Yiu Cheung a partir de cerebro de tovino (138).

nr
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2.3. ‘MECANISHO MOLECULAR DE LAS ACCIONES ENZINATICAS HMEDIADAS

POR _CALMODULIMA.

La calmodulina por si misma no es activa ., Su forma aﬁtiva
la constituye una estructura m&s helicoidal gue resulta de la
unién con el calcio, por lo gue la faorma activa es el complejo
ﬁalmndulina-Ca. Conforme la molécula liga calcio, adopta una
conformacidn m&s helicoidal hasta llegar a la forma m&s activa,
1a éual enlaza reversiblemente a la apoenzima correspondiente, 1lo
que resulta en la {orma:ian de una holoenzima activa (52, 59,
135). EsquemSticamente tenemos:

1.-Calmodulina inactiva+t Ca seec=sa=d (Calmodulina¥,.Calactiva

2,-(E)no activa ¢ (Calmodulina%.Ca )activa =s==a==)

(E%.Calmodulina.Ca Jactiva

E=Apoenzima

%=Hueva configuracién.

Hediante un mecanismo similar al anterior, 1a calmodulina
estimula a las siguientes enzimas ! fosfodiesterasa de cerebro de
tovino, adenilato ciclasa de cerebro, , ATPasa-{(Ca Mg )de
eritrocito, cinasa de cadena ligera de la miosina 3 la HNAD

1clnasa.‘ También regula a la fosfolipasa A2, la ATPasa-Ca
sinaptosomal y fosforilasa cinasaj interviene en la fosforilacidn
de ia membrana del eritrocito y en el retfculo endoplé&smico v el

desensamble de microtdbules (50, 52, &7).



2.4.-RELACION ESTRUCTURA-ACT!V&DAD

Se han hecho varios intentos para relacionar la estructura y
la funcién de 1la calmodulina. Uno de ellos consistis en la
lncnrpuraci&n de un grupo qufmico sobre la arginina, la histidina
Yy la tirosina sin afectar la capacidad de }a protefna para
estimular la fosfodiesterasa (81, &2, 483, 46, 114, 1118). En
contraste, la modificacidn de unc o mis residuos de metionina &
lisina o el tlogueo de varios grupos carboxilo provocd la
pérdida parcial o completa de su actividad (97, 11s, 117),

Por otra parte, los ectudios scbre la actividad de la
interaccifn de fragmentos peptfdicos de calmodulina obtenidos por
~la digestifn con tripsina, indican gue la actividad biolSgica de

la hormona depende en alto grado de la integridad en la secuencia
de aminoScidos de diferentes regionez de la molé&cula. Los
péptidos involucrados en tal actividad son: El péptido 1
tresiduos 1-77), el. péptido II (residuos 78-148) y el pé&ptido I11Y
tresiduos  $-106). Individualmente ninguno activd a 1a
fosfodiesterasa (118). Adem&s existen resultados que indican que
1a eliminacién de los fragmentos P1-106 de - 1la cadena
polipeptfdica, anulan toda su actividad tioldgica (52).

Finalmente, como resultado de una modificacién especffica y
altamente conservada de la molécula, la calmodulina experimenta
una reaccifn postraduccional de metilacibn sobre la lisina en la
posicidn 115, 1o cual parece ser un prerrequisito para expresar
alguna de sus funciones (42, &3, 97, 112, 120).

Otra modificacidn postraduccional dé la prntefnq es la meti-
lacifn reversible de los grupos carboxilo 1a cual ha sido

propucsta como un regulador potencial de su accién (122).

an
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3. -PLANTEAMICNTO DEL PROBLEMA

Con tase en los conceptos antes mencionados, se :u?sldera de
importancia estudiar la regulacifin de la actividad de la calmo-
dulina en condiciones normales y comprobar 51 su actividad s=e

-altera en procesos patoldgicos ya que, como principal aceptor de
calcio y mediadora He numerosas funciones calcio-dependientes de
la c€lula, 1la pérdida parcial o total de sus propiedades tendr(n
méltiples efectos negativos en los procesos Eelulares en que
par ticipa. ‘

En la diabetes provocada experimentalmente en ratas se
9b5erv6 gue la actividad de 1la calmodulina, determinada
indirectamente por la estimulacidn de 1a fosfodiesteraza, alcanzé
solamente el 50 % del valor obtenido en animales normales (131).
La posibilidad de que algunas alteraciones en la calmodulina
hubieran sido la causa de esta menor estimulacién no fue
considerada por los autores, aungue l; calmodulina posee sicte
grupos amino Xibres.~ ademis del grupo amino inicial, que la
har fan susceptitlie de oglicatarse en presenc}a de la alta
concentracifn de 9glucosa inducida experimentalmente ¥ de que
existen evidencias de la pérdida parcial o total de la actividad
de la calmpdulina por modificaciones postraduccionales, ya sea en
uno o mSs de sus residuos de metiunina'o lisina o el bloguen de

uno o varios de sus grupos carboxilo (72, 116, 117).
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4. -HIPOTESIS
S1 se incuba "in vitro® calmodulina con concentraciones de
glucosa similares a las del estado diab&tico, &sta puede glica-

tarse en forma no enzim&tica.

S.-0BJETIVO FIMAL
Determinar si{ la calmodulina puede ser glicatada "in vitro® pér
medios no enzimSticos. ' ‘
Objetivos Intermedios
a) Extraer, aislar y purificar la calmodulina a partir de tes-

tfculo de toro .

b) Estudiar las condiciones experimentales adecuadas para ‘que

1a glicacifn ocurra "in vitro®.

€) Cuantificar por diferentes métodos la calmodulina glicatada

-29 SR [N



. DESARROLLO EXPCRIMENTAL

Para 1a obtencidn y 1a purificaciédn de la calmodulina s=e
3iguié un procedimiento basado en las t&cnicas de Dedman y col,
(80}, Oopalakrishna y Anderson (&0} y Dedman y Kaetzel (44). El
proceso global se resume en las siguientes etapas:

En el rastro local se gbtuvieron testfculos de toro a los
que se les quits la capa albdginea, se cortaron en trozos
pequetios, ©&e colocaron en holsas de pléstico de cierre hermético
y se almacenaron en el céngelador a temperaturas de 0y -4 °C
hasta su uso.

En una licuadora se homogeniziron 250 9. de testfculo de
toro con 500 ml. de solucifn amortiguadora (tris 0.04 M, L.D.T.A,
% mM a pH=7.4) en perfodos de 15 segundos, de tres a cinco. veces,
El,homogenlfada resultante fue centrifugado a 10000 r.p.m. (11000
g) durante 15 min. y se recuper§ el sobrenadante.

Alicuotas de 200 ml. del sobrénaéante se vertferon en un
matr&z erlenmeyer de~1 litro, el cual se colocé dentro de un
horno de microondas que fue llevado a una témperatura de §0 *C
durante 200 seg. Inmed.atamente después el matrdz fue retirado y
sumergido en wuna mezcla de 2-pfopann1ihieln 5eco, agitﬁndoln.
suavemente en forma rotatoria hasta gque 1a temperatura del
snérenadante bajara hasta 1os 5°C. La mezcla resultante se
centrl(h96 a 10000 r.p.m. (11000 g} durante 30 nin. Cl
sobrenadante se dializS toda la noche en 18 l;tros de solucién
amortiguadora. La solucién dializada fué centrifugada a 10000
r.p.m. durante 15 min., se extrajo el snbren;dant; Yy se le aérogG
CJCI en cantidad suficiente para tener una solucién 2 mM. -
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Purificacién de Calmodulina: El sobrenadante se aplicé sotre
una columna de fenilsepharosa y se eluyﬁAcun aproximadamente 500
ml. de solucién de 'Aléa salinidad® (NaCl 0.5 M, Tris 0,04 M,
Catl2 2 mM,pH=7.4). Posteriormente se eluy§ con 500 ml. de
amortiguador de *Baja salinidad® (NaCl0,073 M, Tris o.cq'n, caCi
2 wM, pH=7.4). Finalmente se eluye con una §oluc£6n de MaCl 0,075
M, . Tris 0,04 M, E.D.T.A. 4 mM, pH=7.4, 7 se colect&ron &5
fracciones de 50 gotas y a cada una se le determinS la densidad
fptica a 260 nm., Se reunieron las fracciones 40-50 con densidad,
dptica mayor de 0.1 v se dializ&ron en 4 litros de solucidn
amor tiguadara de boaratos pli=8.4 (con azida de 3sodiac 0.02 %)
duran&e toda la noche, Se tom§ una alicuota » se obtuvo el
espectro de absorcifn en u.v., de la protefna extraida. La sélucién
de calmodulina, llbré de calcio, fue almacenada en el
refrigerador hasta su uso,

La cbn:entra;iGn‘.de protefna sé calculd en ba;e al
coeficiente de extincidn (E) de la calmodulina y a la densidad
6ptica a 280 nm. de la solucibn:

{oLucosa] =  b.0.280 nm./ E:



7.2.-GLICACIOH "IN VITRO® DE LA CALMODULIMA

Sogdn 1os esquemas de incubacién seguidos por Day '(és. 53) -y
Hey (127) se disefid el siguiente esquema para la gltca:16n.de la
~ calmodulinas

En solucién salina de Dultecco (D.P.B,S.)% a 37°C , 3e incubd
1 mg/ml de calmodulina con las siguientes concentraciones de
glucosa: 7 mM, 10 mM y 20 mM tanto en presencia de Ca 1 mM como
en su ausepncia utilizando E.0.T.A.%% | e De cada mezcla de
incubacibn se tomaron alicuotas a las 24, 72 y 120 hans rospecti-
vamente, y se detect§ y cuantificd ia protefna glicatada por
espectroscopfa en ultravioleta y por el método colorimétr ico(Ver
.anexo 2y, ’

El experimento se realizd con el objeto de analizar la in-
fluencia de la concentracién de glucosa en la glicacidn de la
calmodulina. Como el proceso es lento y. depende en gran parte del

tiempo de contacto de lps reactivns, se evalud hasta un m&ximo

¥ D.P.B.S.: Sal 1 : 8g MaCl, 0.29 KC1, 0.2g KH2PO4, 1.15g MHaHPO4. Di -
solver en 6800 ml de agua destiladaj Sal 2 ¢ .0.61479 CaCl2 en ’100

ml de agua destiladajSal 3 ¢ 0.1g MgCI2,4éH20 en 100 ml de agua
destilada., Se mezclan las tres szales y se ajusta el a pH=?.43 se.
dicolvieron 5 mg de sulfato de estreptomicina y 3.8 mg de penici-
lina.g*putésl:a por cada 100 ml de solucién. La solucibnse esteori-
1128 por filtracifn m‘lllpore 7 se almacenf en el rafrigerador
hasta su uso. '

XX E.0.T.A.: Acido etilehgli:?l—bis-(n-aminu-etlleter)-H.N'-

tetracética.

»
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de 120 horas por :onsiderarlaé suficientes para determinar el
tiempo mfnimo necesario para que la reaccifin se lleve a cato *in
vitro® de manera Sptima. Tambi&n se trat§ de valorar el efecto del

calcio i8nico sobre la glicacidn de la calmodulina,

7.3, -ELIMINACION DE LA OLUCOSA LIBRE DE LAS MEZCLAS INCUBADA

Una columna de sephadex G-25 se cargb con 2.5-3.0 ml de 1la-
mezcla incubada y se eluy§ con 3.5 ml. de solucién amortiguadora
de Dulbecco, Se colect8ron fracciones de 30 gotas y se les deter-
mind su densidad édptica a 280 nm, Se recolectiron las fracciones
.con lecturas mayores de O.1 y se les corrid un espectro en la
regién ultravioleta.

Por este método se separa la glucosa de la proteflna

glicatada debido a la diferencia en sus pesos moleculares.

brnd - i ] DI ROTEINA GLICATADA _(SEGUM

FLUKICER ¥ WINTERHALTER (37)).

El nmétodo se basa en la deteccién colorimétrica del enlace
cetoamina presente en la protefﬁa glicatada. Consiste en
hidrolizar el enlace cetoamina de los 5itio; glicatados de 1la
protefna con Scido ox&lico para liberar S-hidroximetilfurfural
(5-HMF). E1 5-HHMF se cuantifica espectrofotométricamente hacién-
dolo reaccionar con el &cido tiokarbit&rico (TBA) para producir
un compuesto colorido del S5-MF que posee un valor de absqrcién

m&xima a 443 nm. Las redcciones gue ocurren son las sigujentes:
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El procedimiento gque se siguif se basfé en la t&nica de

Fecararo y col, {(39}. ) ,

Previa eliminacién ée la glucosa likre, L ml, de la mezcla
incubada fue hidrolizado con t ml de &cido oxflico 1| M en bato do
aéua hirviente durante 3 horas.

A 0.7% ml. del nidrolizado anterior se le agregd 0.235 mnl. de
&cido tricloroacético al 40 %, se agits con vortex » se centrifugs
a 3000 r.p.m. (1000 g). A 0,75 ml, del sobrenadante se le agread
0.25 ml, de &ido tiobarbitérico 0,05 M. y se le dejé reaéclonar
durante 30 min, en baho de agua a 40 C . Posteriormente se dejé

- reposar a temperatura ambiente durante 18 min., e {nmediatamente



se determinf la densidad Sptica de cada muestra a 443 nm. A los
valores obtenidos se les restf el del! blanco de reactivos v los
resultados son presentados como nmol de S-HMF por ml; de solucidén
ensayada obtenidos por extrapolacid de una curva estSndar de S-HMF
que se .elabord al mismo tiempo gue los experimentos realizados

por duplicado.

7.5-CURVA ESTANDAR DE S-HIDROXIMETILFURFURAL (S-HMF)

Se prepar$ una solucién patrfn de S-HMF (P.M.=12% g/mol} 1
mM con agua desionizada y a partir de ella se realizéron
diluciones por duplicado, uéandu como mezcla diluyente 3 partes
de una solucidn 1:1 de DPBS-4cido ox&lico § M m&s una parte de
&cido tricloroacética al 40 %.

De cada dilucifn se midferon 0.75 ml. y se procesiron igual
que los problemas, obviando la etapa de hidrélisis.

El anflisis de los resultados se realizd mediante el estudio
de las gr&ficas trazadas con los resultados de cada experimento.

Los datos obtenidos se analiz&ron gstadfstlcamente siguiendo
e} modelo lineal general:

Yijk= u ¢ G ¢+ Tj ¢ GTi) + Ek{§j)

Luego'sé aplicé un anSlisis de varianza de una sola via Y oun

anflisis de contraste ortogonal cuya f6rmula general es:

6Cq = Y¥/ni Ci

56lo se aceptaron como significativas aguellas diferencias

en ias gque p € 0,05,
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DENSIDAD GPTICA (280 rm)
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2. = RESULTADDS
7.1, -ODTEHCIOHN DE CALMODULIMNA.

La siguiente grﬁ“ca nos muestra los resultados obtenidos

medir 1a densidad dptica a 280 nm.

. colectada durante 1a elucién final

FIGRAN® 1  PERFIL DG EWCION DE LA CALMOIULINA
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cada fracctén
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34

38

FRACCION COLECTADA

tomo se observa en la figura 1, las frocciones iniciales pozeen

densidad éptica menor de 0.1 A partir de la traccidn 40 se inicia

un aumento notable de la absortencia de cada ¢raccifn  hasta

- 1legar & un mSximo de 0.9 | posteriormente hay una disminucibn de
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DENSIDAD OPTICA

l;l ilo'nsldnd Sptica hasta 1legar a los valores iniciales partir de
1a froccién 40, ‘
La figura 2 muestra el espectro de absorciSn en u.v. de 1a
ot protefna aislada s

0.40 «° FIGURA N° 2 ESPECTRO DE ARSORCION EN ULTRAVIOLETA DE LA CAIMOIULINA
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Como se Oobszerva, ol espectro de abso;ciﬁn de 1a protefna
aislada presenta un pico de abeorcién m&xima a 274.4 nm »  una
serle de picos miltiples a 253 nm, 258.5 nm v 248.1 nm que coinci-
den con los obscrvados en los espectros de absorcién de la calmo-
dulina publicados por Watterson (84), Klee (49) » Liu v Cheung
(13%).

La densidad éptica a 280 nm., de la solucifn de protefna fue de
0.%34. La concentracidén de calmodulina calculada es la siguiente!

[CALMODULINA}. = 0.534 7 0,24.= 2,842 mg./ml.

El rendimiento total fue de 45.754 mg., de calmodulina aislada

. a partir de 250 4. de testfculo de toro (183 mg./ Kg.) que en

términos porcentuales fue del 0.018 % .

‘a3



DENSIDAD OPTICA (280 rm)

2.2, ~CURVA ESTANDAR D’E S-HIDRONIMETILFURFURAL ¢S-NHF)

En 1a ¢igura 3 se muestra la re:tn[ estfndar de 5-HMF que se
traz6 con 1bs puntos determinados por 1a concentracidn: y la

denaidad fptica de cada dilucién.

Ge'qdn se observ; en .2 figura, 1los puntos se ubi:a; dentro de
1a recta trazada, 1o que indica 1a linearidad y proporcjonalidad

adecuada de los parSmetros grificados,

k<L)

o7 | FIGURA N° 3 CURVA ESTANDAR DE § - HIDRGNGTILIVRRAL
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2.3.-GLICACION, DE LA CALMODULINA

0.9.1, -Deteccifn v cuantificacién de la protefna glicatada por el

método colorimétrico.

En la tabla I se muestran los resultados obtenidos de
la 9glicacién de la calmodulina con glucosa 7 mM en presencia de
Ca 1 mM durante diferente ticmpo de incubacidn. El promedio final

se expresa como ug9 de S-HMF por ml. de mezcla de incubacién.

TABLA No. 1 : INFLUENCIA . nDEL,_ TIEMPO DE INCUBACION
. ~ EN LA GLICACION DE LA CALMODULINA CON
~ _GLUCOSA 7 mM y Ca.
CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO DE X_HMF =
mg/ml mg/ml mM  INCUBACION . ug/mi
rs
1 1.26 7 24 0.239% 0.017
T 1,26 - 7 .72 0,356% 0,033
I 1.26 -1 120 0.371% 0.0002

Como se puede observar, al aumentar ef tiempo de incubacién

de las mezclas, la cantidad de 5-HMF que se detectS es mayor.
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"En la tabla I se muestran los resul

tados ohtenidos de 1a

olicacidn ‘de la calmodulina al  incubarla con concentraciones.

constantes de glucosa 7 mM en un medio sin

Ca usands EGTA 1 mM.

Los resultadas se expresan en ug de S-HMF par ml de mezcla de

incutacién,

TABLA No II : INFLUENCIA DEL  TI

EMPO DE INCUBACION

EN_LA GLICACION DE

LA CALMODULINA CON

GLUCOSA 7 mif EN AUS

ENCIA BE Ca.

CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO DE X_HME
mg/mlL mg/ml mM  INCUBACION ug/ml
Hrs
I 1,26 0 7. 2 0,130% 0003
I 1,26 T 72 ‘0.145% ¢, 0002

" 0,138% 0,008

En base a los datos mostrados en la tabla, la mayor cantidad

de B-HMF se detectd en la mezcla incubada durante 72 hrs. Los

resultados de las tablas I y I se presentan en la figura 4.
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5 - HIDROXIMETILFURFURAL (mcg/ml)

FIGURA N° 4 GLICACION DE LA CALMODULINA
. CON GLUCOSA 7 mM.

0.9
0.8

0.7 t

. 0.6 ¢ { ~=——= EN PRESENCIA DE Ca®*
(=-=) EN AUSENCIA DE Ca%*

0.5 ¢

0.4

0.2

24 . 72 120°
‘

TIEMPO DE INCUBACION _(HORAS)

Figura No. 4 : ug/ml de  S-HMF a partir de las mezclas de
calmodulina incubadas a 37 € Yy pH ?.4 durante diferentes tiempoz

en presencia de Ca 1 mM (

) y en su ausencia usando EGTA (—-—)



‘La tabla J.!!I nos muestra los ug de S-HMF cuantificados en
~las mezclas de calmodulina con glucosa 10 mM  incubadas en
presencia de Ca 1 mM durante diferentes tiempos., El promedio se

expresa como ug de S-HMF por ml de mezcla de incubacifin.

TABLA No III :INFLUENCIA DEL_ TIEMPO DE INCUBACION

EN_LA GLICACION DE LA CALNODULINA_CON
GLUCOSA 10 mi EN PRESENCIA DE Ca

CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO_DE X HMF

mg/ml mg/ml mM INCUBACION ug/ml

rs

1.25 1.8 10 24 0.233% ooy

1.25 .o 1,8 10 72, <0.348% 0,008

1.25 . c...1,8 010 0,724 0

seadn se puede observar, la deteccién de S-HMF es proporcional

con el tiempo de incubacién de la mezcla.
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La tabla IV muestra 103 resultados obtenidos de la gllcaclﬁn
de la calmodulina con glucosa 10 mM en un medio sin Qa usando
EGTA { mM, durante diferentes tiempos de incutacién. El prcmEGio(
final es expresado como ug de S-HMF por ml de mezcla de

‘incubacifn ensayada.

TABLA No IV : INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION
EN LA GLICACION DE LA CALMODULINA
CON_GLUCOSA 10 mM EN AUSENCIA DE Ca.

CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO DE ToxomMr

INCUBACION =

mg/ml mg/ml mM HRS. ug/ml
1.25 1.8 10 24 0.334% 0.033
1,25 “ 1.8 10 72 0.30u% 0.0005
1.25° 1.8 10 120 © 0.093% 0.007

En este experimento, la m&xima concentracién de S-HHF se
observé a las 24 horas de incubacién ,.la que disminuy§ a las 72
horas, y alcanzé el mfnimo a las 120 horas. Estos resultados,

Junto con los de la tabla 111, se presentan en la figura ?.
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5 - HIDROXIMETILFURFURAL (mcg/ml)

EIGIRAN® 5 GLICACION DE LA CALMOIULINA
= CNGWCosA 10 wM.

0.8
0.7 9
0.6

0.5

04 (———) EN PRESENCIA DE CaZ*
(=== ) EN AUSENCIA DE Ca®*

0.3 { ' N\,

0,2 4 [} AN

o.i./ | . AN

24 72 120

TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

Figura No. 5 ug/m! de S-HMF cuantificados a partir del
procesamiento de las mezclas de calmodulina con glucosa 10 mM
incubadas a 37 € ¥y pH 2.4 a diferentes tiempos tanto en presencia*

de Ca & mM I

) como en su ausencia usando EOTA (—a-—),
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La tabla No ¥ muestra los resultados 'oten{dos de la
glicacidn de 1a calmodulina al incubarla con concentraciones
constantes de glucosa 20 mH en un medio con €a imM durante
diferente tiempo. E1 promedio final se expresa en términos de ug

de S-HNF por cada ml de mezcla incubada.

TABLA No V : INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION EN
. LA GLICACION DE LA CALMODULINA CON GLU-
COSA 20 mM EN PRESENCIA DE Ca.

CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO DE X_BMF
INCUBACION - —
. mg/ml mg/ml mM HRS ug/ml
1,25 3.8 20 ° 2 0.u65% 0.008
1,28 7 3e 20 72 0.355% 0,032
i.25 3.6

20 120 0.850% 0,050

Como se observa en los resultados, la concentracidn de 5-HMF
aumenta con el tiempo de ‘incubacibén a excepciSn de las 72. horas
en doﬁde ze encontraron valores por erajo de los

“correspondientes a las 24 horas.

.
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‘La - tabla YI muestra los resultados obtenidos en la glicacién
de 1a calmodulina al incubarla con glucosa 20 mM en un medio sin

Ca (usando EGTA {1 mM), durante diferentes tiempos.

TABLA No VI _: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION
“EN LA GLICAGION DE LA CALMODULINA
€ON_GLUCOSA 20 md_EN AUSENCIA DE Ca.

CALMODULINA " GLUCOSA TIEMPO DE -X_HMF
TNCUBACION - e
mg/ml mg/ml mM HRS, ug/ml
S LI 3.6 20 24 0.404% 0,0001 ° -
?_1.25~;L e 3060 20 72 0.355% 0,008 "

125 3.6 20 120 - - o0yu78l 0,083

La mayor concentraclﬁn'de s-HMF se obtuvo a las 120 horas » la
mi{nima a las 72 horas de incubacién. '
En la figura & se presentan los resultados de los dos dSltimos

experimentas.
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0.8
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0.5 4

0.4

0.3
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0.1

FLOURA N° 6 GLICACION DI 1A CAIMOIULINA

- CON GLUCOSA 20 mM

/ ' { ——=) EN PRESENCIA DE Ca?*
/ { ==—+=—) EN AUSENCIA DE Ca®*

Fiaura No ¢

7.4 a diferentes tiempos tanto en presencia de Ca i mM ¢

24 72 20

TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

¢ ug/ml de S5-HMF obtenidos -del procesamiento de las

mezclas de calmodulina con glucosa 20 md incutadas a 3° C y pH

’y

en ausencia usando EOTA 1 wM —.—),
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‘La ‘tabla Y11 agrupa los resultados mostrados en las tablas
I, IIX y V que corresponden a los experimentos de glicacifn de la
calmodulina con glucosa a diferentes concentraciones du}ante

diferentes tiempos de incubacién en presencia de Ca 1 mM.

TABLA No VII : INFLUENCIA DEL TIEMPO Y DE LA CONCENTRA-
CION DE GLUCOSA EN LA GLICACION DE LA --
CALMODULINA EN PRESENCIA DE Ca.

CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO DE INCUBACION ( HRS )
' — 75 72 170
mg/ml mg/ml mi X HMF X HMF X BNF
ug/ml ug/ml. ug/ml
1 , 1.26 770239 0.356 0.371
1,25 1.8 7 710 0,232 .0.348 0.724

1,25 30620000465 0,355 0 0,850

Coma se  observa, a las 120 ﬂnras -de incubacién la
cuantificacifn de S-HMF es proporcional a la concentracién de
9lucosa lo que no ocurre & las 24 y 72 hrs. La concentracifn de
S-HMF siempre es mayor cuando la calmuduliqa se incuba con
glucosa 20 mM independientemente del tiempo de incubacidn.

En la figura ? se presentan estos resultados,
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5 - HIDROXIMETILFURFURAL (mcg/ml)

FIG0RA N* 7~ GLICACION DE LA CAIMODULINA
EN PRESENCIADE Ca.

0.9

( =am—~) CON GLUCCSA 7 mM
(e=em=) CON GLICOSA 10 mM

(seesseeemm ) COR GLUCOSA 20 mM

24 72 l20
TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

FiguraNo 7 ¢ ua/ml de 5-HMF cuantificados a partir de las mezclas
de calmodulina con glucosa ? mM ———), 10 MM é—r-—} y 20 mN

tewerind y incubadas durante diferentes tiempos en presencia de Ca.
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‘La tabla vIIl agrupa los resultados mostrados en las tablas

11, 1V y Y1 donde se muestra la influencia de la concentracién de

glucosa y del tiempo de incubacifn sobre la glicaci8n de 1la
calmodulina cuando esta se réa!iza en un medio sin Ca .

TABLA No VIII : INFLUENCIA DEL TIEMPO Y DE LA CONCENTRA-

CION DE GLUCOSA EN LA GLICACION DE LA -
CALMODULINA EN AUSENCTIA DE Ca.

CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO DE_INCUBACION ( HRS )
25 72 120

mg/ml mg/ml mM  XHNF KHAT XTHRF
' ug/ml  ug/ml ug/ml

g 0,330 - 0.145 0,138
407 0,334 0,304 0,003 - -
20 - 0,404 . 0,358 0.478

‘Cdmo se observa en los resultados, a las 24 y 72 hrs. de
incubacién la cantidad de S-HMF (u; prupnrélunal a la
concentracién de 9lucosa usada en la glicacifn de la calmodulina.
A las 120 hrs. de incubacifn se detectd mis S-HMF con glucosa 7
mM° que con alucosa 10 mM. Ahora bjen, independientemente del
tiempo de incubacién, la deteccién de S-HMF siempre es mayor

cuando la calmodulina se incubé con glucosa 20 mM,

Estos rescultados son presentados en la figura 8.
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FIGURA N° 8 ~ GLICACION DE LA CAIMODULINA .
BUASINCIA DE Ca.

(=) CON GLUCOSA 7 M

0.8
{ ~=s=) CON GLUCOSA 10 mM
{ eesem=) CON GLUCOSA 20 wM
0.7 :
0.6

24 . L 20

TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

T FiguraNo8: ug/ml de S-HHMF cuantificados a partir de las

mezclas de incubacién de calmodulina con glucesa 7 mM ¢

Ty
10 mM () y 20 MM feeeeeewd  fncubadas  durante diferentes
tiempos de incubacién en un medio carente de Ca usando E.0.T.A.

1. oM.



7.3.2.~Deteccién de la glicacifn de la calmodulina por

espectroscopfa,.

En las figuras % a 13 se muestran los espectros de absorcién
en u,v. de 1a mezcla de calmodulina con glucosa a diferentes
cancentraciones (7, 10, y 20 mM) incubadas durante 120 hrs. ¥ los

efectos de la presencia o ausencia de calcio sobre la glicaciéin.
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DENSIDAD CPTICA

PIGURA-Q : R3PHCTHOL DE_ARLORCTAN DE
CATMOLULINA_GLICATADA CGON .
CLUCO:A 7 mM

0.32 +

- 0.28 | : A }
EN PRESENCIA DR Gff |
W+ EN AUSENCIA p:. Cd* ’

T ', emmem CONTRCL

. 0.24
0.20 J
0.6 +

Q.I2 +

0.08

0.04 L

230 242 250 260 270 280 290 300

LOKGITUD DE ONDA {(nm)

FICURA No 9 : Espectros de absorcidn en u.v. de la calmodulina
glicatada con glucosa 7 mM lueso de 120 horas de incubaci6n en

presencia ¢ ) y ausencia de Ca [ comparados con el de la

calmodulina pura (eemsm),
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Como se puede obmervar en la figura 9, los espectros de la
calmodulina glicatada poseen el mismo patr&n de absorcién que el
de la calmodulina pura. Los tres muestran los picos
cara:ierfstlcos de esta protefna, aungue no se pueden Superponer

con el de la calmndulina control.
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DENSIDAD CPTICA

0.32

0.28

0.24

FIGURA IO : ESPECTROS DE AB3ORCION
i CATMODULINA GLICATADA
CON_GLUCOSA_IO mM.

e e et

——EN PRESENCTA DE Ca't
. —_EN "AUSENCIA pu: CZt
e CONTROL

230 240 259 260 270 280 290 300

LONSITUD  DZ ONDA ()

F10URA No.10 ¢ Espectros de absorcidn de la calmodulina glicatada

luego de incubarla 120 hrs. con glucosa 10 md, en presencia

t ) y'ausen:ia {(—.—) de Ca comparados con el de la

calmodulina pura 6-——-) .
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seqgfn se observa en 1la figura 10, el espectro de la
calmodulina glicatada con 9lucosa 10 mM en ausencia de calcio es
‘tdéntico al de la calmodulina pura. "En cambio el e;pectro de 1la
calmodulina glicatada con glucosa 10 mM en presencia de Ca wvarla
ligeramente en la regién de los 250 y 240 nm, En ambos casos, los
espectros de la calmodulina glicatada no se pueden superponer con

el control.



DERSIDAD _CPTICA

0.24

0.20

a '

FIGURA ITI:: E3PECTROS DE ABSORCION DE

CAIMODUTINA GT.TCATADA CON

GLUCOS5A 20 mM,

&

L mmenmiein on o
——.EI7 AUSENCIA U Cat

— CCLPHROD

230 240 253 260 270

LONGIZUD DZ ONDA (rm)

FIGURA No 11 ¢ . Espectros de absorcién de la calmodulina glicatada

lueqo de ser incubada durante 120 hrs., con glucosa 20 mM en

presencia ¢

) y ausencia —.~—)de Ca 1 mM,

" el de la calmodulina pura feme),
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En los espectros presentados en la figura 11, se observa que
gl de la calmodulina glicatada en presencia de EGTA es s{milar
-al control, no asi el espectro de la calmodu{ina glicatadz en
presencia de Ca . Este {1timo presenta una meseta de absorfién en
la regién localizada entre los 250 y 240 nm., que lo dife;encfén

del espectro de la calmodulina control.
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DENSIDAD OPTICA

0.32 ¢

0.28

1 .
WIGURA I2 : ESPECTROS DE ABSORCION DE
CATMODULINA GLICATADA BN
AULJENGTA_DF_Gn__CON_DIPh=
RENTE CONCENTRACION DE
GLUCOS3A.

T GO GLUCOSA I0
—— —CON GLUCOSA 20 uil
——— CONTROL

€O GLUCCSA 7 it

Poal

230 240 250 260 270 280 290

LONGITUD DE ONDA (rm)

Figura No 12 :. Espectros de absorcidn de calmodulina qlicatada
luegn de su incubacifin durante 120 hrs. con gl‘ucosa Tmt (———),"

10 mM (—-—3 y 20 mM (——) en ausencia de calcio, compar ados con

el de la calmodulina pura =i,
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Comn se puede aobservar en la figura 12, 1oz patqénes de
ahsarhién de los espectros de calmodulina glicatada con
diferentes concentraciones de glucosa en ausencia de Ca, son
sl&ilares con el de la calmodulina control aunque no se pueden

superponer tatalmente.
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Espectros de la calmodulina glicatada luego de cu
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la calmodulina pura (wem—,



Como se puede observar en la figura 13, los espectros de 1a
calmodulina glicatada con glucosa 7 y 10 mH en presencia de Ca
poseen un patrén de absorcién idéntico al de. la calmodulina
control. En cambio el ezpectro de la calmodulina aqlicatada con

glhcusa 20 mM en presencia del ion Ca, presenta una meseta entre

los 250 v 2460 nm. que no sSe obtserva en el espectro control.
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8. -DISCUSION DE RESULTADOS.

.

Las caracter{sticas ff{sicoquimicas de la calmodulina gue 1la
distinquen de las demds protefnas (termoestable, de bajo peso
molecular y altamente acfdica) y su amplia distribucidn eon los
tejidos corporales (56, sz, 77, 78, 80, %92, 127}, permitieron gue
su  extraceién y purificacién {fuese relativamente sencilla, EI}
método de aislamiento v purificacién de Dedman y.col. {50, 44) ze
tasa en la cromatograf{a con fenilsophaross. En é&sta, las
propiedades hidrotdticaz de la calmpdulina dependientes del ion
cqlcin, hacen positle su obtencidn de manera més ﬁomogénea. por
lo que se ahorra tiempo ¥ costos en comparacifn con 1as domds
técnicas que generalmente estSn disetadas en dos ‘etapas. La
técnica no es recomendable para extraer‘la calmodulina de otros
tejidos diferentes a 1los testfculos, porque en la primer
cromatograffa también se purifican algunas contaminantes siendo
necesario realizar una sequnda cromatograffa con DEA-celuloza

. para eliminarlos, adem&s de que la concentracifn relativa de la
calmodulina varf{a dependiendo del tejido de donde se extraiga.

En este ectudio se obtuvo un rendimiento de 183.024 ng/Kg de
tejido, es decir el 0.018 %. Aparentem;nte el rendimiento es
bajo, pero ze debte tener en cuenta gue él porcentaje de;calmudu-
1ina es del 0.15 % del total de protefnas do test{culo (50,%4),y
adem&s que hubo pérdida de protefna, no cuantificada, durante el
proceso de extraccifin.

El rendimiento de calmodulina reportado en este estudio fue
superior de otros autores en el testiculo de rata (100 mg)Kg)

" (52);, en el cerebro de bovino (40 mg/Kg) (97?) ¥y en cara:énv de
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kbovino {1 ma/Kg) (80). Lo onterior indica que el tnst(culo' de

toro es un tejido adecuado para la obtencidn de la calmodulina.

Para el anflisis de Ja identificacién v determinacidnde la
pureza de la protefna aislada, nos basamos en su patrén- de
elucidn y el espectro de absorcidn en el ultravioleta,

fnalizando el patrén de elucién de la protefna, se puede
deducir gque con la calmedulina no copurificd ningdn contaminante
de naturaleza protéica,.

€1 espeétrp de abso(cién de 1a calmodulina obtenida mostr6
un pico de absorcién wm&xima a 274,46 nm, Yy tres picos adicionales
a _553 nm, 258.5 nm y 248 nm gque coinciden plenamente con 1los
gbtenidos en los . espectros de absorcidn "de la calmodulina
reportados por otros autores (7?1, 11, 132, 1a$), 1o que confirma
que la protefna extraida por nosotros es caimodulina. Adends,-

la ausencia de picos de absorcién adicionales demuestran su

hompaeneidad y pureza.

La deteccién de S-hidroximetilfurfural (5-HMF) en todas las
mezclas de incubaciédn es prueba de gque la calmodulina experimentd
un proceso de alicacidn "in vitro® de manera no enzim&tica
similar al reportado para otras protefnas, Los datos de este
estudio son congruentes con los de varios autores en relacién al
enlace cetoamina detectado en protefnas que fueron incubadas "in
vitro*® con altas concentraciones de glucosa {19, 20-
26,58,133,134),

Como la alucosa se enlaza reversiblemente a las protefnas a
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través de los qrupos amino de la valina y lp lisina (19, 20-24),
es probabtle que los principales sitios de 4glicacién de 1la
calmodulina sean valina ¥y lisina, aungque no se puede descartar
que otros aminodcidos poco reactivos puedan experimentar 1a misma
reaccifn (21).

Muestros resultados de alicaciédn no enzimftica *in vitro“de
ia, calmodulina demuestran gue la glucoza reacciona de manera
inespecf{fica con las protefnas y coinciden con las de Dixzon (17)
sobre la valilhistidinai de Fluckiger y Winterhalter (37) en
hemoglotina § de MNey vy col. (129) en transferrina humana,
ﬁacroglobulina alfa-2 y fibrinSgeno; de Day y cpl. (23,.58) en
altdmina sy ¥ de Stevens y col, {(3) qgienes mostraron la presencia
de glu:uggl-lisina~en 1a protefna del cristalino posterior a su
incubacién con alucesa.

Loz resultados cbtenidos en los experimentos realizados en
presencia o ausencia de calcio muestran que la glicacién de 1la
". calmodulina es mayor en presencia de dicho ion.. Gin embargo, los
efectos ‘del ion calcio parecen ﬁepender della concentracién de la
glucosa y del tiempo de iﬁcuba:ién. aungque np parece existir una
relacidn directa entre ambos factores.

El hecho de que la alicacién de la calmodulina sea mayor en
presencia de calcio puede‘explicarse por los combios conformacio-
_nales prnvqcados por la unién del calcio libre a la calmodulina
1o que provecarfa que se exponaan mayor némero de sitios hidro-
tébicos altamente reactivos. Probablemente estos €1ltimos invo-
lucren a la lisina y la valina (60, &1, &3, 45, 82), que son los

principales aminodcidos gue participan en 1la reaccién de
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altcacién de protefnas (8, 21, 23, 50).
La facilitacién de la alicacién de la calmodulina en
presencia del calcio es semejante a las observadas en las

reacciones de acetilacién y metilacién de esta protefna (118,

De manera general, los datos presentados en este trabajo
muestran que la alicacidn de la calmodulina en presencia de
calcio es proporcional al tiempo- a determinada concentracién de
qlucosa. '

En ausencia de rcalcio, 1a glicaciédn de la calmodulina fue
menor,. excepto cuando se le incubd con g9lucosa 10mH durante 24
horas. ‘ .

. En 1a mayor{a de los experimentos sin calcio, a las 24 horas
de incubacidn se presentd un efecto de saturacién de los sitio
primarios de alicacifn de la calmodulina v la reaccidn disminuyé

© se mantuvo constante a las 72 y 120 horas de incubacidén.

Los efectos del E.G.T.A. spbre . la aqlicacifn de 1a
calmodulina pueden ser explicados por dos fenémenos:
-Inhibicién parcial de la reaccién por quelacién  del

calcio y .
-Reversién de 1a reaccidn,
Aungque la participacién del calcio ya fue analizada
previamente, ec importante enfatizar que en presencia de ecste
ion, 1la calmoduli{na expone pocos sitios de glicacién aléamente

reactivos por lo gque estos se glicatan r&pidamente, de manera gue

a las 21 horas de incubacién  ya se detecta el efecto éptimo,



Posterjormente, a la 72 y 120 horas es muy probable que
reaccionen sitios secundarios y se glicaten-fentamente lo que
explica que 1la reaccidn se mantenaa constante o que apenés se
incremente despu€s de 1a 24 horas de incubacidn.

8i =e considéra que el grado ¥ 1a extensién de la reaccidn
de una amina con un Qrupo carbonilo depende en gran parte de fac-
tores estéricos que afectan su accesibilidad (88), existe también
la‘pnsibilidad de que el E.G.T.A. blpquee directamente el acceso
‘de 1a alucosa a los sitios de glicacifn de la calmodulina, lo que
explicarfa 1a dlsm}nucidn de la qlicacifn en presencia de esta
sal,

Eﬁ el zeaundo caso, 1a unidn de la alucosa con la
calmodulina es afectada por el E.G.7.A. de manera que la vuelwve
més débil y f8cilmente reversitle , 1o que produce di;ociaciﬁn
de la protefna glicataQa una vez que se han caturado los sitios
de reaccidén de la protefna, provocando 1a disminucifn en los

~niveles de alicacién conforme transcurre el tiempo, lo cual
coincide en parte con lo publicado por Means ¥y Chang (48) quienes
observaron gue las reacciones entre grupos amino Y aldehidos son

reversibles en determinado grado.

Cuando 1la glica:ién pcurre en presencia de ipnes calcio,
generalmente la reaccién es proporcional - al tiempo. La excepcibn
ocurre al incubar la protefna con g9lucosa 20 mM durante 24 y 72
horas, ya qué en ese intervalp la glicacién disminuye en lugar de

aumentar, tal v como se oserva en 1a figqura t 7. Una gosible
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explicacifn del {enfmeno, es la de considerar que a eza
concentracifn de glucosa habrfan factores estéricos que inhibten
la reaceiéin durante ece lapsﬁ.

La glicaci8n m&xima de calmodulina se obtiene siempre a las
120 horas de incubacién, independientemente de la concentracién
de glucosa usada,

El1 hecho de gue la glicacién aumente conforme aumenta el
tiempn de incutacidn y de que sea m&xima a las 120 hre,, indica
que la reaccidn es afectada por el tiempo de contacto o de
interaccidn entre l1a qlucosa ¥ la calmodulina, 1lo cual coincide
con los ectudios sotre la glicaciédn de la hemaoglotina (19, 37y
de protelnas séricas (58, 129). ‘

En ausencia de) calcio, el efecto del tiempo de incubacidn
sobre la alicacién es impredecible: Mientras la reaccifn es
proporcional con el tiempo al {ncubar con glucosa 7?7 mM, con
glucosa 10 mM la reaccidn disminuye a partlr‘de las 24 horas,
Cuando la glicacién se lleva a cabo con alucosa 20 mH, el efecto
del tiempo no es siempre proporcional. La variacién o?servada en
los niveles de qlicacién en estas cnndicione; indica qQue el
efecto del EGTA sobre la reaccidn vartla impredeciblemente con el
tranzcurso del tiempo seadn las condiciones intr{nsecas de 1la
mezcla de incutacién., Lo anterior sianifica que en determinado
momento, la s=al puede poseer un efecto inhibitorio (total o
parcial) sobre la reaccién ® un efecto de reversibilidag zobre

la calmodulina glicatada.
Independientemente del tiempo ¥y deol eofecto del calcio, ia
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alicacidén de la calwmndulina es proporcional con la concentracidn
de qlucosa. Esto sianifica que para un micmo ti?mpn de
xhcuba:ién, la g9licacifn s{empre es mayor incubando a la protefna
con qlucosa 20 mM que con glucoza 7 mM & 10 mM,

La alicacién de la calmodulina es mayor cuando esta ze
incuba con glucosa {0 mM que con glucosa 7 mMf, ¥Ya sea en
presencia o en ausencia de calcio i{énico. Una exceprifn a lo
anterior son los resultados obtenidos a laé 120 horas de
incubacién en ausencia de calcio (fiaqura b). en donde la
alicaciédn es mayor con alucosa » mH que ton 10 'mM.

La influencia de la cnnceﬁtracién de la gluco§a en la glica-
tacifn de la calmodulina es 16gica si consideramos que a concen-
traciones bajas de glucosa los sitios de alicacidn de la calme-
dulina no son saturados, tal y como ocurre al {ncubarla con
glucesa 7 mM., Conforme aumentan las moléculas de glucosa en el
medic de incubacifn, . los sitios son gl}catados hasta que se
saturan y, de haterse incubtado con concentraciones de flucosa ma-

. yores de 20 mM , hubieramos llegado al punto e? gque por m&s
glucosa presente en el medio de incubacifin, la cantidad de pro-
tefna glicatada hubiera sido siempre constante.

La explicacién anterior no coincide con lo:s resultados obte-
nidos al glicatar calmodulina con g]ucésa 10 mM en ausencia de
calcio. En estas condiciones, el E.B.T.A. inhibi§ parcialmente
1a reaccibn de glicacién.

En general, nuestros resultados sobre el efecto de la
concentracifn de glucosa en 1la glicacifn de calmodulina,
coinciden con los obtenidos al estudiar la glicacibn "in vitro*

“del fibrindgenn (137), transferrina humana, macroglobulina alfa 2
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(129), hemoglohina (21) y albfmina (23, 58).

Por ;tra parte, el anélisis comparativo de los espectros de
absorcidfn en u,v de la calmodulina demuestra que no existen
mavores d{ferencias entre el de la calmodulina pura ¥ 1la
glicatada. Sin embarqo, los espectrns de la calmodulina glicatada
no se pueden superponer totalmente con el espectro de la
calmodulina control, 1o que implica que el efecto de la
glicacidn sobre los ecpectros es imperceptible bajo estas condi-
ciones y apenas si le provoca ligerfsimos cambios en el patrSn de
absorcién.

.gos.e;pectru; de absorcifn de la calmodulina alicatada no se
alteran por la presencia de el ion Ca a la concentracion { mM, y
aunque Klee (82) reporta que el calcio {&nico altera las propie-
vdade espectroscépicés de la talmodulina al unirse con &sta. Ge
sabe que dichos cambios no se manifiestan en presencia. de calcio
a 1a concentracién ! mM (134) lo cual es similar a nuestros
resuliado;. )

De todos los espectros obtenidos en este estudio, . el mis
importante por su sianificado para las conclusiones, es el de la
calmodulina alicatada con 9glucosa 20 mM durante 120 horas de
incubacifn en presencia de calcio. En el aparece una meseta o
pico dec absorcién entre los 253 v 258 nm, ausente en los demfs
espectros, est€ o no alicatada la calmodulina. Este pico de
absorcién extra tampoco estd reportado en la literatura (S0, 52,
82, 93, 1346).

El hecho de gue ecte pico de absorcién aparezca en el eapec-
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tro ‘de la calwodulina que ¢ glicatd en mayor gradb. significa
que la glicacidn de &sta protefna puede ser detectada
espectralmente solamente cuando la reaccifn se realiza con
alucosa 20 mM durante 120 horas de incubacifn y en presencia de
calcio iénico.

Como la alteracién espectros:éplca se manifiesta hasta las
12) horas, los principales sitios de reaccién ya fueron glicata-
do8 a las 24 y 48 horas de incubacibn -sin  producir combiosz
sustanciales en el patrén de absorcifn de la protefna. Posterior-
mente, si!ios zecundarios comienzan a ser glicatados y provocan
éaAbins en el espectro. .

Comop el cambio espectral se manifiesta entre los’picos de
absoreién ';rnduciﬂo; por la fenilalanina, es probable que dste

aminoicido posea sitios secundarios de glicacidn de la calmodu-

. lina que son expuestos en presencia de calcio.
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10, -CONCLUSIOMES,

Con base al anflisis y la discusidn de los resultados, concluimos
que

a) Seadn 1los datos obtenidos en el presente estud!n.'el testikulo
de toro es una fuénte abundante y adecuada para  extraer
calmodulina y que el método de Dedman ¥y col. ‘para la extracecisn de

calmodulina es rSpido y f8cil de realizar y asegura la obtencifn

‘homogé&nea Y pura de la protefna.

b) Considerando la deteccifn y cuantificacifn del S-hidroximetil-
furfural como una pruéba de la alicacifn de protefnas, concluimos
que :

’ 1) La calmodulina de testfculp de toro se gligata *in
vitro® de manera no enzimftica al ser incubada con
qlucosa 2 mif, 10 mM o 20 mM. La presencia &e el
ion cé’ favorece la 9licac16n y su auzenciaf
‘quelandolo con EGTA, la inhibe.

2) La glicatacidn de la calmodulina en presencia de
lones calcio se caracteriza por ¢
-€1 grado de gqlicacién varfa en proporciGn dire:ga
' con la‘cnn:entracién de alucosa. v
-La alicacién de la calmodulina depende
directamente del tiempo de incubacién a
determinada concentracién de glucosa.

‘Ln !nf{uenc(a combinada de el tiempo de incubacién 9 la

tontentracién de glucosa sobre el grado de qlicacifn de 1la

calmodulina ec variable, Laz condiclonez de méxima alicacién
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son:  [glucosa] = 20 mM y tiempo de incubacién de 120 horaz- la
alicacifn es mfnima cuando se incuba la prntefﬁa con alucosa a la
concentracién de 10 mM durante 24 horas.
3) La alicacifin de la calmodulina en precencia de EGTA
se caracteriza por lp =iguicnte:
-El efecto de la concentracidén de glucosa cabre l1a
9licaciédn de glucosa no es proporcional como en
.presencia de Ca, aungque hay' mayor alicacidn con
alucosa 20 mM que con glucosa 10 mM o 2 nM. ‘
-ta ;antidad de protefna alicatada es fgual a las
24 y o2 horaz de incubaciédn pero menor en
comparacién con 120 horas de incubacién, excepto
con glucosza 10 mM
-El1 efecto combinado de la (glucesa] y del tiempo
sobre la.reac216n es var1a§le: t.a m&xima glicacidn
de Ealmodulina se pbtiene con @lucnsﬂ = 20 mM vy
24 horas de incubaciédni la slicacién es mfnima al
incubar con @lucos{] = 10 mM y 24 horas de
incubacién,

c) La detecciédn de la calmodulina glicarada.medianté el anflisis
wespe;troscépico. es un método poco adecuado para tal fin ya que se
"requiere de atundante glicacifn de 1la protefna para ser
- detectada espectrozcédpicamente. .

Como la glica:ién .altera el espectro en lla regifn donde
absorbe la fenilalantna, es probable que este aminodcido poseca

sitios secundarios de glicacién.
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1L, -PROPUESTAS Y RECOMENDACIOMES.

Aunque lps resultados obtenidos en este -traﬁajo son
concluyentes e indican clarameﬁte aque la calmodulina de testfcu;o
de toro ze glicata *in vitro” de manera no enzim&tica, debemos
tomarlos con reszerva Ya Que Ccreemos Que para reafirmar
categ&rlcamente nuestras conclusiones, deben repetirse nuevamente
los experimentos realizados en este estudio porque consideramos
que es susceptible de mejorarse cualitativamente en todos los
aspectos. Por lo anterior, hacemos las siguientes.recnmendac!nnes
enfocadas en tal sentido:

1) Repetir el trabajo experimental evaluando !

a) El efecto del calcio a diferentes concentracibnes
utilizadas en este trabajo.

bl El efecto de la concentracidn de glucosa desde 5 mM
hasta 50 - mM.

c) Cuantificar la reaccidn de glicacifn hasta los 21
dfaz,

2) Cuantificar la protefna y la 9lucosa libres en el medio
de vincubacién al principio y al final de :ada'tiempo de
incubacién con el objeto de realizar un estudio cinético .
de la reaccifn de glicacifn.

. 3) Hacer uso de técnicas cromatoar&ficas y -electroforéticas
para la deteccidn y la cuantificacidn de la calmodulina
glicatada. Tamtién recomendamos e} usp de técnicas
radiactivas.

a4

Realizar ensayos de actividad ‘enzimftica - de la

calmodulina alfcatada poara evaluar 1oz efectos de la gllcaclén



en dicha actividad.

Una vez estable:id;s las condiciones Sptimas de la &licacidn
de la calmodulina "in vitro* , la siguiente fase o etapa del
Provecto cerfa 1a demostracidn "in vivo® de la olicacifn de 1la
calmodulina, para 1o cual hacemos las siguientes propuestas
qenerales ¢ .

1

Demostrar . 1a alicacién de la calmodulina en un modelo
animal siguiendo el esquema siguiente

-Provocar hiperglicemia en el animal usando haloxan o
estreptozotocina.

-Extraer ¥y aislar la calmodulina de la sangre.

-Determinar =1 la calmpndulina esta glicatada.

-Medir 1la actividad enzim&tica de 1l1a calmodulina y
Fvaluar el efecto de la posible 9glicacién en dicha
actividad;

3} Demostrar .la ﬁrobable alicacifn en personas diatéticas

bajo el esquema siguiente ¢

~Extraer y aislar calmodulina de la sangre del paciente.
~Cuantificar los niveles de la probable calmodulina qlicatada
-Medir la actividad enzimftica de la calmodulina
qlicatada y evaluar el efecte de la alicacién,

Una vez demostrado gque la calmodulina se glicata no enzim4-
ticamente "in vivo" en personas con hiperglicemia y de evaluar el
efecto del fenSmeno sobre la actividad enzim&tica, serf{ posible
especular acerca del papel de la glicacién de la calmoduliha en

a
relacién a las secuelas patol69£cas manifestadas en los

_eritrocitos de estas personas.



IT.- APEHDICENO § : MATCRIAL Y EQUIPQ

couIro:

1 licuadora *Varing® de 7 velpcidades

1 Cronémetro o relpj segundero con alarma,

1 Centr{fuaa Sorvall RC-S58 con rotor JA-14

1 horno de microandas (temperaturas %¢ C )

1 Parrilla.de calentamiento con agitacién magn&tica -
1 rotencifmetrp Beckman de control digital (sensibilidad +.0, 001)3‘

1 Columna de cromatograffa Bio-Rad de 25 tm de alto v 2.8 emde’ '
ancho., I

1 Colector de fracciones autom&tico "Cilson®

1 Cspe:trofolﬁmetro “Gilford 24600" de doble haz v con
digital

i Palanza granataria

1 Balanza analftica

1 Campana de flujo laminar

1 Dato serdloaico para temperaturas de 100 C,

1 Pipeteador semiautomftico *Gilson® {tipo pistola). o
1 Plancha de calentamiento de acero con 220 compartimientos para
tubos de ensavyo (Multi-Block Heater 2090 Lab.Line Inst.Inc.)™; i
1

1

3

2

‘control

Columna empacada con Sephadex G-25 M.

Refriaerador -
Pipetas mahuales’ autoajustables "Oxford" de 0.1,1.0 ¥ 2.0 mls
Termémetros de 0-100 C . :

-MATERIAL

1 Martillo .
Matraces erlenmevyer *Pyrex" de 200,250,500 ' 1000

w

< ml.respectivamente

Vazos de plastico "Pyrex” de 500 y 1000 ml. respectivamente.
Yasos "Pvrex" de 250 v 500 ml,respectivamente .

Probetas “fPirex* de 250,500,1000 y 2000 ml (2 c/uw)

Cutetas de plistico de 20 1t,

Cuba de plSstice

Entudos de pl&stico de tallo corto.

100 Pipeotas Pasteur

3 Gradillas de acero inoxidatle

1000 Tubos de ensaye de @ x 100

20 Tukos de ensaye de pl&stico con fondo clnico de 30 mly tapdn
de ro=ca.

1 Metro de tubo de diflisis.

2 EspStulas de acero inoxidable,

5 Frascos de pldztico con tapén de rosca de 100,250 v S00 ml,

2 Columnas PD-10 marca “Pharmacia Fine Cemical® empacadas con
sephadex G-25 M

50 Tubos "Cornina® de polipropileno con tapSn de rosca,estériles
de 50 + 1S ml. (50 de c.u).

3 Oradillaz de pl&stico con aerturas de 3-5 cm de dm.

500 . Puntas de platico estériles para pipetas manuales
autoajuctables,

100 Pipetas de plésti:n esteriles de 10 y § ml. (100 de c/u).

[ARC A RANSRA]
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20 Cartuchps de esterilizacién desechables de pl&:tlc'o
Marcadores

Etiguetas

1 Rollo =ellador.

REACTIVOS

- Tris-Hidroximetil -aminometano (Sigma)

~Acido etilendiaminotetracético (Siama) )

- Acido etilenalicol-is-{D-aminoetjleter) -tetracético (Sigma).
- Cloruro de zodio (Siagma),

2-Hercaptoetanosl (Siama)

- Cloruro de calcio (Sigma)

- Urea (Siama)

- Hidréxido de sodio (Siama)

- Fenilsepharosa para cromatoaratfa en columna (Parmacia Fine
Chemicall, . . '

- Acido Bérico {Siama o Merch)

- Dorato de sodio (Siama & Merch)

- Cloruro de potasio (Sigma)

- Pozfato difcido de potasio (Siama)
Fosfato mono&icido de sodio (Siama)
Cloruro de maanesio hexahidratado (Sigma)
Cloruro de calcio {Cigma)

Olucosa & dextrosa.iSigma & Merchk)

- Sulfato de cstreptomicina (Merck)
Penicilina g-pot&cica (Lakeside)
Acido oxSlico (Sigma)

fcido tiotarbitdrico (Siama)
S-Hidroximetilfurfural (Siama) -
- Isopropanol (Siama) .
Acido clorh{drico concentrado (3igma)
. - Acido tricloroacético (Sigma)

- Fibra de vidrio

Itielo picado

- Hielo seco

Agua desionizada, iR

P [

)
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APENDICE 2 : BSQUEMAS DE INCUBACION

QLICATACION DE LA CAIMODULINA EN PRESENCIA DE GTLUCOSA
T mN y Gl\3+l m¥, INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION.

Con el objeto de demostrar que ocurre glicatacién "in vi
tro " de la calmodulina y de establecer el tiempo minimo para .
ella, la proteina pura se incubd a diferentes tiempos con --

glucosa TmM en DPBS a 37°c Yy en presencia de Cf.\2+ 1l md .

Tubo Solucién de Medio de Voldmen (Calmodulina) (Glucosa) Tiempo de
Calmoduling Incubacibén _Pinal mg/ml _m my/ml oM Incubacifn

B-1 0.5m1 0.5 ml 1m 1.05 1.26 7 0O hra.
©Topee " " n . " " " "
B-2 0,5m1 0.5 ml 1m 1.05 1.26 - 7 24 nrs,

B-2¢ " " N ) " . " " "

B3 0.5m D oousmi LY 1,05 748 Hrs,

B-3Y " no "
B-4 0.5m1
5_4' L
B5  0,5ml 1 120Hre,
B-51 " ) : ; " S
BLANCO 0.5ml DPBS 0.5'ml . lmli - <ol 1260 1
BAINCO _ ® n e s S S e e
( Calmodulina ) = 2.1 mg/ml DPBS con glucosa 10mM y .

an+1 ud , pR’7.4; Blanco reactives (sin celmodulina )
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GLICATACION DE LA CAIMODULINA EN PRESENCIA DE _GLUCOSA
TmM y EGTA 1 mM. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION,

Los objetivos del experimento son las mismes que ol an -

terior solo que shora se estudid el fendmeno de glicatacién -

de calmodulina en auaencia de (:a2+ 1mM para o cunl la protef

na y la glucosa se incuban a diferentes tiempos en DPBS+EGTA

1oxa 37% .

. Tubo

c-1
c-1*
c-2
c-2¢
c-3
c-3
c-4
c-4'
c-5
c-5'
BLANCO
BLANCO

Solucién de Medio de  Volumen (Calmodulina) (Glucosa) Tiempo de
Calmodulina Incubacién Pinal mg/ml mM mng/ml @i Incubacién
05 m 0501 1ml 105 1.26 7 OHro.

- n - n . " L] n " "

0.5 ml 05 m 1m 1.05 1.26 24 lra.
n L L] " L " L]

0.5 m 05m1 1ml 105 1.26 48 Hre,
L] L L] " L) " ' n .

0581 -05m lml o 1.05 72 Hre.
L] " " L] .. w :

0.5 ml 0.5m1 1ml 1.05 1,26 7 1120 Hra,
" L] L] L] n.' ™ . "

0.57PBS 05ml 1m 1.05 1,26 777
" DPBS n L L L "

(Calmodulina ) = 2,1 mg/ml; DPBS con glucosa 10 ol ¥ EGTA 1 mM

PH T.4;

Blanco Reactivos.



GLICATACION DE LA CALMODULINA EN PRESENCIA DE GLUCOSA
10 mM y 0u2+ 1 mM . INFLUENCIA DEL TIEWMPO DE INCUBACION,

. . Para demostrar que le posible glicatacién de la calmodu-
1ina “{n Vitro" es mayor con glucosa 10mM en relacién a la ~

N glucosa TmM y establecer el tiempo de incubacién necesario pa

ra ello, se incubaron en DPBS esteril a 37°C por tiempos dife

rent.es. 1 mg/ml Calmodulina con glu.cosa 10nm en presencia de

ca? . .

Tubo . Solucién Medio de Volumen (Calmodulina) (Glucosa) Tiempo de

Calmodulina Incubacién Final mg/ml mM _mg/ml mM Incubacién
JR-1 0.5 mi. 0.5 ml 1ml 1,251 1.8 10 24 hrs,
pPolt n " ) " " " "
-2 0.5 m. 0.5ml. . 1ml 1,251 1.8 10 . 72 hra.
p-20 " . " L] m . " " n
P-3 0.5 m 0.5m  1ml 1,25 . 1.8:° 10,120 brs,
F_SI 3 .Il 2 . .‘ " N : " L ‘ L] " "l ;
BLANCO 0.5 DPBS 0.5 ml 1ml - 1.8 10
BLANCO " DpBS . = " - " .

(Calmodulina ) = 2,542 mg/ml ; DPBS+ ca2+ 1mM y glucosa 20m¥
f 7.4 ; DBlanco de reactivos(sin calmodulina );
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GLICATACION DE LA CALMODULINA EN PRESENCIA DE GLUCOSA

SAd A A e o M e

10 mM y EGTA ImM. INPLUENCIA DEY, TIEMPO DE INGCUBACUION,

l;arn valorar la ausencia del Ca

24+

en 1a posible glicata-

cifén de 1la calmodulina en relacién al experimento anterior, -

la calmodulins y la glucosa 10mM se incubaron diferentes tiem*
pos en una mezcla estéril de DPBS + EGTA 1mM e 37°C.

Medio de  Voltmen (Calmodulina)(Glucosa ) Tiempo

Tubo  Solucién

P Calmodulina Incubacién _ Pinal mg/ml mM mg/ml mM _ Incubacién
D-1 0.5 md 0.5 ml 1m 1.251 1.8 10 24 hro.
D=1 L] L L] L] " " "

p-2 0.5 ml 05m 1lm 1,25 1.8 10 72hrs,
D21 " " L] L - [ "

-3 0:5 ml 0.5ml . 1ml  1.251 1.8 10 220 nre:
D=3t " ) “n " T n " ™ o .
BLANCO 0.5 ml DPBS 0.5 ml lml - i.B ’10

BLANCO " ml DPBS hd " - " "

(Calmodulina )= 2.542 mg/ml; DPBS + EGTA y Glucosa 20 mM,

. pH 7.4; Blanco de reactivos { sin calmodulina )



GLICATACION DE LA CALMODULINA EN PRESENCTIA DE GLUCOSA

2+

20 mM y Ca”" 1 mM, INPLUENCIA DEL TIEMPQ DE INCUBACION,

Con el objeto de demostrar la posible glicatacibn "in =

2+

2+

1m# & diferentes tiempos.

Vitro » de la caglmoduline en presencia de Ca "1 mM y el tiem-
po necesario para ello, se incubd la protefna pura con gluco-
sa 20mM en DPBS+Ca

Tubo

Solucién

Medio de

t Calmodulina  Yncubacién PFinal mg/ml _mM og/ml _mM

G-1
G-1'
G-2
G-2*

‘g3

G-3'

" BLANCO

BLANCO

0.5 m 0.5 ml
n "
0.5 ml 0.5 ml
" ' L]
0.5 m1 0.5 md
“ )

0.5 ml DPBS 0.5 ml
" _ml DPBS "

1ml

1ml

1ml

1 ml

Voltmen (Calmodulina) (Glucosa) Tiempo
Incubscién
1,251 3.6 20 24 hra.
" " " "
1,251 3.6 20 72 hrs,’
L] " " U
1.251 3.6 ‘20 120:hrs.
" e n S el
- 3.6 20
* ) n : n

{Calmodulina) = 2.542 mg/ml ;

1, .

DPBS + caz*lmu ¥ glucosa 40mMA
fH 7.4'; Blenco de reactivos ( sin calmodulina ).,



GLICATACYON DE TA CAIMODULINA EN PRESENCTIA DE GLUCOSA
20 mM Y EGTA lmM . INPLUENCIA DEL _TIEMPO DE INCUBACION.

2+cn la supues -

.Con el fin de valorar la ausencia del Ca
te'glicatacién de 1n cmlmodulina en presencia de altas concen
traciones de glucosa, 1.2 g/ml de calmodulina y 3.6g/ml de -
glucosa se incuban difercntes tiempps en una mezcla estdril -

de DPBS + EGTA L mM a 37° C .

Tubo  Solucién de  Medio de Volumen (Calmodulina) (Glucosa): Tiempo de

Calmodulina _ Incubacién  Final mg/ml oM mg/ml mi Incubacién

B-1 0.5m 0.5 ml 1m 1,251 . 3.6 20 24 hra,
' B-11 n " " [ " n [
B-2 0.5m1 © 0.5 m 1m 1,251 3.6 - 20 72 hrs.
E_al " * " ) " h” L . " " "
E-3 0.501 0.5wl, . 1ml.1.251 - 3.6 20 120 hrs.
E-3¢ n " " e T a " "
BLANCO 0.5m1 DPBS 0.5 ml 1m - 3.6 20
_BLANCO " - " B Cmm

(Calmodulina ) = 2.542 mg/ml; DPBS + EGTA 1 oM y Glucosa
40 m¥ . H 7.4 ; Blanco de reactivos ( sin calmodulina )
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1. APEMDICE 3 : AMALISIS ESTADISTICO DEC_ RESULTADOS

Los resultados son analjzAdos por el siquiente modelo lineal
general?

Yijk = u v G ¢ Tj ¢ GTij ¢ EL(i))

en donde Yijk es la k-&czima repeticifn sujeta al j-8simo tiempo
de incubacién con la {-8zima concentracifn de glucosa.

u = media de mayor qrado de generalidad.
Ot = concentraciones de g9lucosa
Tj = tiempos de incubacifn

oTi; = interaccidn positle entre una determinada
concentraciSn de glucosa » un tiempo de incubacién.

Ek(i)= error experimental.
Para evaluar el efecto de las fuentes de variacifn,se resuuelve

el modelo por la técnica del ANALISIS DE LA VARIANZA
(ANADEVA), haciendo uso de la siguiente tabla:

" Fuente de Grados de Suma de Media
variacign  libertadtal) cuadragos (5C) cuairitica
61 (-1 EYI/K = Ye..lisK " st/el
T TR %3074k = i L7400k .
61} (H-1¢-1 Zxy iY./1k - BY*i/5k
~B¥ i /ik 4 YE 25Kk .
Ek(1]) tk=1)¢15) SEZviijk ~BEY- 157k .
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GLUCOSA () by
(mh) BRI
TICHPG()) B
(hrs.) -
24 0.239
0,469
o2 0,256
’ 0,706
<0 0,371
0.741
=vi 1,916
X 0.634 R

& partir-de-los datos anteriores,obtene

"E_Y;l..“ljk = 3.582 Evhy.sik = 3,832
SEEYI K = 4,142 STV /K= 4,042

Substituyendo en la tabla de AMADCYA y efectuando 1as
respectivas operaciones,se obtienen los siguientes resultados:

Fuente de Graido de Suma de Media de

yariacidn livertad cuadrados(MC) cuadrados (MC)
Gi 2 0.1581 O.q??OS
T 2 0.4078 0.203%
OTij 4 ) 0,152132 0.03803
Ckeij) 9 0,0003 0.000033

Ctecto de las fuentes de variacidn (F).
a)Efecto de la glucosa (F calculadal:

MC glucosa /7 MC error = 2395
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biEfecto del tiempo de incubacifn (F calculada)
MC tiempo / MC error = 4718
c)Gfecto de las interacciones.(F calculada)

MC qlucosa-tiempo / MC error = 1152

Reala de Deciszidn

Si F calculada es mayor gue la F de tablas,entonces hay efecto
estadfsticamente sianificativo del par&metro estudiado. En nuestro
caso tenemos lo siguiente:!

a)BGlucosa ¢ F calculada = 2393
F tablas = 4,24 (P = 0.05 , 2/9 gl)

como F calculada 3 ftablas entonces el efecto de la
concentracifn de glucosa sobre la glicacifn de calmodulina es
sianificativo. .

b)Tiempo @ F calculada = 4748
F tablas = 4,26 (P = 0.05 , 2/9 gl)

como F calculada > F tatlas entonces el efecto del tiempo de
incubacifn sobre la glicacifn de calmodulina es significativo.

c¢)Interacciones glucosa-tiempo @

F calculada = 1152

F tablas = 3,63 (P = 0,05 ,4/% gl)

como F calculada » F tablas, entonces el efecto de la interaccién
de qlucosa-tiempn c=obre la calmpdulina es significativamente
estadstico. .

"En resumen, de acuerdo a los resultados anteriores, la
concentracién de gqlucosa vy el tiempo de incubacifn afectan
sianificativamente el grado de glicacifn de la calmodulina; asi
mizmo, el efecto combinado de la concentracidn de gqlucpza y el
tiempo do incubacidn afectan tambi&n el grado de qlicacién de la
calmodulina.

Para evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de
gluco=a para gqlicatar a la calmodulina independientemente del
tiempo. de incubacifn, usaremos la tfcnica estadfstica conocida
como de COMTRASTES ORTOOONALLS, la cual consiste en dividir la
suma de cuadrados en fraamentos, con adecuados errores muecstrales
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independientec de atuerde a sus gradoe de libertad. La f{&rmula
general es la siguiente? . .

stq = Y4/ zny cf”
Y = contraste = 2Y{ Ci
en donde Ci = coeficiente espec{fico de contraste
ni = nfmero de muestras.

Para 1a resolucién del modelo anterior, elaboramos la siguiente
tabla:

.Glucosa
7 mit 7 10 - 20
¥ 1,916 .o2.5947 o e -£3.3304
) - R
ci ' 1 ' [ Y
c2 -1 1 0
CONTRASTE 1 @ glucosa . 20 mM vs. 4qlucosa 7 y 10 mi

Substituyendo en el contraste Y = &.Yi Ci tenemos:
Y = (3.3304)(-2) & (2.5942)(1) ¢ (1.716)¢1)
Y = ~2.13046
yi= 4,6250
Substituyendo en la sumatoria iLCiini s+ tenemos ¢
.04 nit= 6 (1F v S(1%r &0-2)% = 34
Substituvendo en 1a fénula general:

sCaql = v =Ll ni%= 4.4250/356 = 0.1284

CONTRASTE 2 (S5Cq2): Para evaluar el efec(o de la concentracidn de
qlucosa 7 ¥ 10 mM sequimos el mismo procedimiento @

Y = =¥l Ci = (2.5942)(1) + (1,718)(-1)

Y = 0.4702
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Y%= 0.4599
' Zni cit= 12
éubstltuyendo en la fﬁrmula general:
8Cq2 = 0.459% / 12 = 0.0303C

Substituvendo los contrastes 1 y 2 en la tabla de ANADEVA @

Fuente de a.l &C He Fealc. Ftabla
‘_varjacién
.qlucosa. 2 0,1581 0,07705
20 mM vs 7,10 mH 0.1209 0.1209 3070 S, 12
7 mM vs 10 mM 0,0383 0.0383 11375 5.12
Errar o 0.000033

. Sl> F. calculada > F tablas , entonces tenemos efecto de
_contraste. Como asf sucede en nuestro cacso, tenemos @

20 mM ¥ 7 mM-of= 10 mM

por 1o fque la glicacidn de calmodulina no se realiza de la micsma
forma a?, 10 v 20 mM. Se obtiene mayor alicacién incubando con
qlucosa 20 mM en relacifn a 10 mM y ? mM. Entre estas dos
d1timas, glucosa 10 mM glicata en mayor grado que gqlucosa 2 mM.

De iqual manera que para evaluar el efecto de las diferentes
concentraciones de glucosa, evaluaremos el efecto del tiempo de
incubacidn de la calmodulina con una concentracién de glucosa’
conocida con el objeto de determinar la influencia de cada uno de
los tiempos usados sobre la glicacién de la calmodulina.

Usando 1a técnica de Contraste Ortogonal,se elabora la
siguiente tabla:

TJiempolhre,} 24 o2 120
Yoi 1.3581 2.108% 3.8854
n & -] )
4} 1 1 . -2
c2 +2 -1 B




CONTRASTL 1 (120 hr3. vs, 22 'y 24 hrs.):
scql = Yz ni €I = 14.4871/36 = 0.4024 '
CONTRASTE 2 (72 hrs. vs. 24 hrs.):

s¢q2 = Y#/zni Ci = 0.04454 7 12 = 0.00537

Substituyendo los contrastes en la tabla de AﬁADEVA,tenemo: :

Fuente de g.1. sC MC fcalc., -+ F tablas
variacion . '
tiempo (Tj)) 2 ' 0.40?6 0,2037 , .. S.12
120 vs 72,24 hrs, 0.4024 0.4024 12193 S.12
72 vs 24 0.0052 0.0053 160 s.12
error » 0,00034 0.000033

Reala de decisiédn: Si F calculada es-mayor que F tablas, hay
efecto de contraste. -Es -decir, de acuerdo al an&lisis de
contrastes, tenemos que el efecto de el tiempo de incubacifn
sobre la glicacién de calmodulina es diferente a las 120 hrs. gue
a las 72 y a las 24 hrs.

‘ Ch resumen, la calmodulina se glicata conformé aumenta el tiempo
de incubacidn cuando ce tiene en el medio de f{ncubacifn una
determinada concentracién de alucosa.

ltatta aquf hemos encontrado un tiempo de intubacidn y una
concentracidn de 4lucoza &ptimas para la 9licacién  de 1a
calmodulina en prezencia de calcio. Sin embargo el andlisisz de
contractes =ze realizd§ considerando cada parSmetro de mancra
independiente, por lo que ahora analizaremoc los datos
experimentales considerando el efecto de los dos par&metros. Para
tal fin realizaremos un anflisic de contraste ortowsonal, iaual gque
en los casos anteriores, a partir de la siquiente tabla:

Condicifn 20 mM 10mM 20 mM 2 mM 2 mH 20 mH 10 mM > i 10 nH
§20

h 1:0!1324 h -ﬁIEOhV'Z q?: it :‘72 I -\lle h H‘Z“l h

Yo 1.7004 1.444 0.925 0,747 0.706 0705 0.688 0.467 0442
n 6 6 6 6 6 ¢ 6 & ¢
€1 i 1 i Lo { 11 -8
cz L L L L 1 { |

’
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t L ot
L T
R T
\ [

iy 1 -2
! -1

fplicando la fémula general de contraste:

scg = Y¥/=ni Ci

y substituyendo para cada uno de los contrastes, tenemos:: -

SCql = 0.03137°03
8€Qa = 0.03%¢
$€Q2 = 0.01740
5C€q4 = 0.00042
8Cg5 = 0,047 *
SCgs = 0.1518
5Cq7 = 0,07054

5Cq3 = 0.003449 . .

Para cada contraste substituimps en la siouiente f&rmula:

5¢i/ MCerror

'+ obtenemos 1a F calculada del contraste.

Contraste F calculada F tablas
c1 ' 948 S.12
c2 1101 .
AC:I 515 ’ .
ca 1.20 .
(-] 1404 .
cs 4040 "
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cr 212 »

co 14 .

Habr4 diferencia estad{sticamente significativa =i r
calculasa es5 mayor que F tablas. De acuerdo a 1o anterior,
tenemos que la influencia de los pardmetros combinados zobre el
arado de alicacifn, es diferente y sique el orden descendiente
que a continuacifn se muestra:

(20 mM-120 hrs) # (10 WM-120 hrs) # (20 mM-24 hrs.) (7 mM-120
hrsd #£{7 mH-72 hrsie (20 mi-72 hrs)= A0 m-72, hrs)# (7 mM-24 hrdx
lto mr-za nrs) '

Finalmente, para terminar este anflisis, las consideraciones
finales gque podemos plantear son las siguientes:

A las condiciones de @lu:osaj =7, 10y 20 mM ¥ tiempé de
incubacifin de 24, 72 y 120 hrs., en presencia de calcio, se
concluye que-: -

1. -A difrente concentracidn de glucosa hay diferente grado
de qlicacifn de calmodulina.

2,-Para una misma concentracién de alucosa, la 9licacidn de
calmodulina aumenta en proporcidndirecta con el tiempo de
incubacidn

3, -De acuerdo a nuestro esquema de incutacidn, las
condiciones de alicacidn m&xima de la calmodulina zon con
[Glucosa] = 20 mM y_ 120 horas de incubacién en presencia
de Ca.La calmodul.na se glicata ligeramente cuando se
incuba con Qlucosa 10 mM durante 24 hrs.

DYANALISIS. DC GLICACION DE CALMODULINA EM AUSENMCIA DC CALCIO

De anera similar que para el anflisis de la glicacién en
precencia de Ca , los datos de glicacio de la calmedulina en
ausencia de Ca son analizados estadfsticamente por el modelo
lineal general!

Yijk = u + Of ¢ Tj ¢ OTE ¢ E k(1))

Igqual que para el anflisis anterior, para evaluar el efecto
de 1las fuentes de variacifn el modelo se resuelve por la téenica

de laqéllsis de varianza (ANADCVA),hacienndo uso de la siguiente
tabla?

.
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Fuente de Variacifn arados de libertad (91) Suma de Cuadrados (SC)

flucoss (61) (&= 1) = 3%h — 3T Lijh ?
Tlt:mpo de in:ub. (Tj: ’ (-1 =Y. '37'./'(’1,_ \j?"'/i_\k,‘ ;
alu -t4 {GT - (- o
Plucosa) -tiempo 3 W-0G-0 Ezlj*)/h le/h—i‘i-)%z_
EL (1)) (e)W3) - ¥ ¥gn :

z‘.zigmg =293y,
BYAnAlisis de la nucacidn de calmodulina en ausencia de Ca.

Con 1ips datos obtenidos experimentalmente se construve. 1la
siquiente tabla @

Blucosd (1) 7 10 20 =1,
fiemgn en_hrs, ) ' e
t . o
24 0.130 0.334° © ~ 0.4044 :1.72845 .
. 260 - 0,664 ..0,0044 T i
: : L il
] 0.1453 0.3094 0.2547 1.5734 .
. . 2053 0.4036 0.7047 " i :
120 S ..0.138 0.0930  0.4781° :
. ) 0,240 0.1630 0,7401+ 757
Z2¥1 0.0193 1.450¢ ,..45,.. ST
Yie ,=4 590" :

Tyt 0.1104 0.4193 1.02133-
EY jk o= 1,46725 oYl ik = 12334 Y...f i)k = 1,202
S EvijKkt= 1.55100 £ EYijt’ k = 1.54

Substituyendo en la tabla de AMNADCVA y resolviendo para 1la

suma de cuadrades y la media cuadratica, tenemos:

fuente de qrados de Suma de Media
varfacién llbertad tal)  cuadrados (5€) cuadrStica (MC)
Gl 2 0.24°5 0.12375
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TE

0.0114 0.0057
aITj ‘ 0.06135 0.0153
DhUEg 0.0114 0.00123

Cstimacién de los Efectos

"451 F caleulada es mavor que F de tablas,hay efecto
significativo del parSmetro estudiado.

alEn el caso del efecto de'la concentracién de glucosa tenemos
Qque !

: F calculada = MC~Gi / MC-E = 0,12375 / 0.00123 = 100

.y F de tablas se obtiene considerando g.l., de 61 y C (2 y 4
respectivamente) y p = 0,005

) F tablas = ‘4.26
BiPara el efecto del tiempo de incubacidn tenemos :
F calculada.H MC Tj / #HC Ek = 0,005 / 0,00423 = 4.43
F tablas = 4,28

.~:)Para evaluar el efecto de la interaccién de.ambos paréhetros
sabre la_gli:aciﬁn de calmodulina, tenemos :

F calculada = MC G1TJ / MC error = 12.43
F tablas = 3,43

Como en 1lps tres casos la F caleculada es mavor gque la F de
tablas, podemos establecer que @

1.-E1 efecto de 1la concentracifn de glucosa sobre la
alicacién de calmodulina es significativo y no es el mismo.

2.-E1 efecto del tiempo de incubacifn sobre la glicacién de
calmodulina es estadfsticamente sianificativo y es diferente para
cada tiempo.

3.-Cl efecto combinado del tiempo de incubacién y la glucosa
es estadfsticamente sianificativo.

Para evaluar el efecto de la concentracién de gicosa de

manera independiente vy espe:ffica sobre la 4qlicacién de la
calmodulina en ausencia de Ca , realizaremos un anflicis de
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contraste ortogonal siauiendo la f8rmula :
Suma de cadrados = 8€i = Y*/=n1 ¢

‘en donde Y = < (yi)y (ch)

Para_resplver el contraste haremos uso de la 5iguiente‘tabla
= 3

blucosal. 7 10 Z0
mht .
Yi 0.8133 1.4506 . 2,4572
ni & b &
ct 1 1 . -2
co t 1 0

Sﬁstltuyendo en cada contraste y resolvienda :
SCt = 0.1751
sc2 = 0.523

La F calculada para el contraste se caleula de la siguiente
manera : F calculada = SC contraste / MC error )

para SC1 tenemps 0.1951 7 0.00123 = 158
para G&C2 tenemos O0,0523 / 0.00123 = 42,58

R Habr{ efecto de contraste si F calculada es mayor qe F  de
tablas. Como en ambos caso la F de tablas es de 5.12, entonces el
efecto de 1la concentracifn de glucosa =obre la glicacifn es
diferente en ‘cada contraste ya que tas F calculadas Eon
mayores. Tenemons que ¢ plu:osq omH = [gluceosa] 10 mM = plu:osq
20 mM. :

Resolviendo de 14 misma manera para evaluar de manera
espec{fica el efecto del tiempo de incubacidn sobre la glicacifn
de calmodulina en ausencia de Ca , tenemos !

Tiempo hrs. 29 72 120
Y 1.7209 1.5724 1.348%1 -

T i & & &
ct 1 t : : T:

c2 1 . e




» Fcaleulada:: - - F tablas
3C1 = 0,00745 YhlentT T T s0e
5€2 = 0,001510 1.0047 5.12

En el oprimer contraste (120hrs, vs 72 y 24 hrs.) como [
calclada es mayor gque F de tablas, hay efecto de contraste, no
as{ en el seaundo contraste (72 hrs.vs 24 hrs.) en donde F
calculada es menor que F de tablas por 1o que nnhay efectn de
contraste. Dicho de otra manera, el efecto del tiempo de
incubacidn sobre la qlicaciSn de calmodulina en ausencia de Ca es
diferente a las 120 hrs. que a las 72 y 24 hrs, En cambio el
efecto del tiempo sobre la alicacidn de calmodulina es igual a
las 72 y 24 hrs. pero menor que a las 120 hrs.

Procediendo de la misma manera gque en los casns
anteriores, realizaremos un anilisis de rontraste ortoaonal para
evaluar el efecto de la interaccifn glucosa-tiempo en ausencia de
calcio, para lo cual se construye la tabla sicuiente!

Condicién 20 mM 20 mM 20 mM 10 mM 10 mM 7

a2 oM PmM 10mM
120 h_ 24 b 72 h 24 h 2 h h

120 h 24 h 120

-
-

Yij 0.7481 0.804 0.7047 0.6464 0.6035 0.2053 0.268 0.260 0.10

ni 6 5. & 6 & 8 & s 8
c1 1 1 1 1 1 ! o -0
c2 1 1 ! ! ! ! v

co 1 1 o 1 1 -6

ca 1 1 B s

cs 1 1 1 e

cé 1 1.5 = -31‘1

e T S e

cg 1 =1

Obteniendo la suma cuadritica (5C) y la F calculada ¥ la F
de tablas para cada contraste tenemos:

Contraste 2C . F calculada¥ £ _tablas
c1 _ 0.0225 16.29 o 5.12
c2 0.0177 14.55 . .
c3 . 0.003013 3.1 .
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ca . 0.003163

cs 0.0031" Cmme .
€6 0.0245 mo L o
cr k 0.033 2r S
co 0.017 19 ‘ .

®¥NC ervar = 0.00123

S1 consideramos que hay efecto de contraste si F calculada
es mayor que F de tablas, tenemos 1a sisuiente situacifn:

El mayor efecto soie la glicacifn de calmodulina se muestra
incubando la calmodulina con glucosa 20 mM  durante 120 bhrs,.,
sigquiendole en orden descendente alucosa 20 mM ¥ 24 hrs., glucosa
20 mM y ?2 hrs., glucosa 10 mi y 24 hrs.

La glicaciSn de calmodulina en ausencia de Ca es igual
incubando con glucosa 10 mM durante ?2 hrs.,que con glucosa 7 mM
durante 72 hrs. 5 con glucosa ? mH y 120 hrs. de incubacifn. El
mi{nimo efecto sobre la glicacién de calmodulina ce presenta con
alucosa 10 mM durante 120 hrs. de incubacifn
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