
2/ 1 I f 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEX!CO 

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES 

''ZARAGOZA'' 

PROBABLE GLICATACION NO ENZIMATICA "IN VITRO" 
DE LA CALMDDULINA DE TESTICULO DE TORO 

TESIS PROFESIONAL 
Que para obtener el ríwlo de: 

LICENCIADO EN OUIMICO-FARMACEUTICO-BIOLOGO 

Presenta: 

V ALENTIN ISLAS PEREZ 

TESIS CON ; 
FALLA DE ORIGEN: México, D. F. 1988 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



m:sut1ct1 

ItlTRODUCCIOtl. 

1. -1\llTCCCDCtlTCS ClEllTirICOC _-

1.1. ·tlodlllcaclones Pstraducclonale9 de las proteínas. 

1,2,-0llcacl6n na enzlm&tlca de la~ prate{naa 

Z, -CALt10DULitlA 

2,1, -Estructura de la calmadullna 

2.:.-rropledades de la calmcdulina 

2,3, ·Mecanismo molecular de las acciones mediadas par 

calmodullna 

2~4.-Relacl6n estructura-actividad 

3, ·PLf.tlTCAtlICtlTO DCL PRODLEHA 

4, -llirOTCCIS 

5, ·ODJETIVOS 

6 , DCSARROLLO El:PERitlC!ITAL 

6.1.-0btencl6n y purlflcacl6n de calmodullno 

"6,2. ·Ollcacl6n 'In vltra• de calmadullna 

6.3.-Ellmlnacl6n de la glucosa libre de las mezclas 

6.4. -Deteccl6n y cuantiflc¡acl6n de la pr·atefna gllcatoda 

6.5. ·Curva est.!ndar de 5-hldraxlmetl lfur rural 

1, RCCULTADOC 

~.1,-0btencl6n de calmadullna 

'1.2. 'Cur...-a est.tndal" de 5-h ldl"Dxlmetl lfur rural 

7,3, ·D11t11cclcÍn y cuantll lcacldn de calmadullna gllcatada 

poi" 111 m&tado calal"lm'trlca 

3 

·5 

II 

23 

.24 

24 

25 

3I 



7,4,-Deteccl6n de calmodullna 9ltcatada por espectroscopfa 

8.-DISCUSIOM DE RESULTADOS 

9· , ·COtlCLU::lIOtl!!S 

l'.O. -rROrUESTAS y RECOtlEtlDACIOMES 

U, ·Arl:tlDIC!! tl¡;terlal y equipo 

!2', -ArEtlDICE ::! 

]'.), -ArEtlDICE 3 

14.-DlDLlOORArIA 

Esquemas de Incubact6n 

An!Jisls Estadfatlco 

,59 

68 

70 

72 

74 

80 

93 



~ 

La modlflcac\.6'n. postraducclonal de las proteínas 11s una 

reaccl6n que sucede sobre la cadena peptídlca cuando esta ya tue 

ensamblada en los rlbosomas. Esta modlflcac!On puede alterar 

algunas funciones originales de la prote!na para las cuales fue 

creada, Una de estas reacciones postraducclonales es la. GLICACION 

DE PROTEINAS, 

En esta reacct6"n d11 gllcaci6'n, que depénde d11l tiempo d11 

contacto y de la con.centracic5'n de los reactant11s 1 las proteína!I 

plasm,tlcas se unen con glucosa para producir aductos d .. 

proteína-glucosa. Asr, cualquier proteína que est& en contacto 

"cont(nuo con d11termlnadas concentraciones de glucosa <Iguales o 

mayores a la existente en el plasma humano>, ser' susceptible de 

ser gllcatada 1 como ha sido el caso de la alb6mina, la col~gena 

la hemoglobina y otras proteínas plasm~tlcas. Se ha descubierto que 

las protelnas ~e .la membrana del eritrocito tambl6n pueden 

gllcatarse bajo esas condiciones, como pudiera ser el caso de la 

calmodullna. 

La calmodullna es una proteína de bajo peso 

molecular 1 t .. rmoestabl11 y altamente acÍdlca que se encuentra en la 

mayoría de las cÍlulas de nuestro organismo. Por su capacidad d" 

enlazar 2 Iones Ca ~or molicula es considerada una proteína 

Importante en el metabolismo de est" Ion y reguladora d" las 

actividades de varias enzimas. 

Las lmpllcaclon"s flsi61oglcas de las proteínas que ª" 
gllcatan •tn vivo•, han sido estudiadas y se ha especulado que 

pued11n contribuir a la aparlcl6n y desarrollo de algunas s"cuelas 

patolSgicas qu11 s11 manlf l11atan en la dlab11te•• D11ade est11 punto 



de vista, en una primera tase de lnvestl9acl6n sobre este tema, 

el presente trabajo estud.la la probable 9llcac16n 'In vitre• no 

enzimÍtlca de la calmodulina de test(culo de toro con 9lucosa 7, 

10 y 20 mM durante diferentes tiempos de incubac16n 124 1 72 y 120 

hrs.l en presencia y ausencia de Ca 1 mM. 

Los resultados obtenidos demuestran que la 9llcacl6n 'In 

vitro'de la calmodulina es mayor en presencia de iones Ca y 

proporcional ccn la. ccncentraci6n de 91uccsa y el tiempo de 

1ncubac16'n. 

Finalmente, el ~spectrc en u.v. de la calmcdulina 9llcatada 

con 9luccsa 20 mM durante. 120 hrs. de incubacl6n, presenta 

diferencias en el patr6n de absorci6'n con el de la calmcdulina 

pura, que prcbab,lemente sen debido a· la reacci6n de 9licac16n 
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l.01.r.gl111i:.i:.i6'0 

La lncorporacl6n de carbohldratos a gran n~mero de proteína• 

del organismo !ejemplo las glicoprote(nas>, es una reacci6n que 

ocurre despu's que se reallz6 la sfnteslg de la cadena peptÍ-

dica,es declr,es una modlficaci6n pos-traduccional. Cuando esta 

modif!cacio~ · ocurre en condiciones anormales o patol6gicas,mo

dlf lea las funciones ori"ginales de la prote(na en cuest IOn. Un 

·ejemplo de lo anterior es la gllcataci6n* de diversas prote(nae 

que se observa en el estado diab6tico, lo que tal vez ayude a 

explicar algunas de las secuelas que pueden ~parecer en dicha 

•nfermedad, como son: 

a) Los cambios microvasculares oblitera ti vos •en la 

retJna.Algun~s autores sostienen que estos son el resultado 

de la agregaci6n de gldbulos rojos y que correlaciona con 

el aumento de los niveles de hemoglobina glicatadaC1 1 2>.Sin 

embargo,no existen dates que apoyen la hip6tesis de qua este 

fen6meno de glicacl6n juegue un papel relevante en la 

patoglnesls de las secu~las mlcrovasculares. 

bl La formaci6n ~~ c~taratas. Experimentes "in 

demostraron que la opalescencia es producida por el agregado 

de prote(nas del cristalino de alto peso molecular como 

resultado de la glicaci6n no enzim6tica de las mismas 13>. 
1 

*La IUPAC-IUB Joint Commisslon on Biochemical Ncmenclature 

recomend6 a principios de 1987 usar el t&rmino GLICACION en 

lugar da 9llcataci6n, glucosllacld'n o gllcosl laci6n. El producto 

de una gllcacld"n Hrl una prote(na 91lcatad11;C73, 138). 
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el Nefropatías. Se describe que en esta enfermedad la 

gllcacl6n no enzlmltlca de las prote(nas glomerulares est.f 

aumentada. 

di Trastornos de la perfusl6n homog{nea y r8plda de los 

eritrocitos dentro de la mlcroclrculacl6n. En estos casos 

hay mayor rigidez membrana! de los glóbulos rojos y 

dlsmlnucl6n de su capacidad de deformaclo'n !5 1 6 1 71. 

Aunque no se han eestudlado de manera exhaustiva las bases 

ffslco-quÍmlcas que expliquen la dismlnucl6n de la deformabllldad 

y el aumento de la rigidez en los eritrocitos de los enfermos 

dla~ltlcos, la correlacld"n de ambos par.í'metros con el grado de 

control dlab.i:'tlco sugiere una etlologla metab611ca. Un factor que 

tal vez se relacione con el trastorno anterior, es la elevada 

mlcrovlscocldad de la membrana del eritrocito observada en 

pacientes diabltlcos con niveles plasm.í'tlcos de glucosa mayores 

de ¡qo mg/dl 1 la cual se atribuye a la gllcació'n aumentada de las 

prote!nas del gJ6bulo rojo lBI. 

Dentro del contexto anterior es importante mencionar que de 

las proteínas susceptibles de ser gllcatadas y con implicaciones 

f1sloldgicas¡ esta la calmodulina la cual es considerada como la 

principal aceptara intracelular de iones calcio y la mediadora de 

numerosas funciones celulares dependientes de este ion. En el 

caso de los eritrocitos, la calmodulina puede regular la 

deformabilidad o forma global del eritrocito en respuesta a las 

modificaciones de la concentracl6n de.calcio intracelular y su 

función fallaría si estuviese lnactlvada, como pudiera suceder en 

el caso de que fuera glicatada 1 lo cual no ha sido todavía 

comprobado tanta •1n vivo• como •1n vitre•. 
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1.-ANTECEDENTES CIENTIFICOS 

1.1.-Modlficaclones postraducclonales d.e· las proteínas, 

La sfntesis de una proteína· se realiza en cuatro etapas: 

1.-Activaclll'n. En el citoplasma los a111lnolÍt\dos solubles 

se unen a su leido ribonucl6ico de transferencia CARNtl 

correspondiente por un enlace 6ster 1 formando un complejo 

amlnoacll-ARNt. 

2.-Inlclacld'n. El leido r,lbonucltflco 

. CARNml que lleva el codlgo gen~tico que especifica \a secuencia 

de amlno.Ícldo a e'nlazar y el complejo amlnoacll-ARNt se unen a la 

subunldad rlbosomal, 

3.-Elongacl6n.EI pollplptldo de reciente creac16n se 

alarga por adlcl!n secuencial de nuevos a~inoScldos transferidos 

por el complejo amlnoacll-ARNt. 

4.-Termlnacl6n. En la ~!tima etapa de la s(ntesls, la 

cadena pollpeptfdlca termina cuando el ARNm encuentra seNales 

que asl lo Indican y el poliplptldo es liberado de los rlbosomas 

11, 9). 

Sin embargo, diversas clases de prote!ñas experimentan 

cambios en su mol6cula ya sea por altera~ld'n qu(mlca de los 

amlno.!!'"cldos 1 'por la adlcliSn covalente de diversos subst!tuyentes 

o por enlace no covalente con otra mol&cula no prote(ca. Estos 
I 

cambios pueden ocurrir durante o despu6s de la s(ntesls de la 

cadena pollpept(dlca, lo que Implica qe la polimerlzaci6n de los 

amlnoScidos sobre los ribosomas, que estS gen~tlcamente 

especlf lcada, no constituye el proceso total de síntesis de una 

prote{na li, 21. 



Uy y Wlld 1101 han propuesta el siguiente esquema de la 

síntesis de proteínas en donde, de manera mts amplia, el producto 

final ea una malf'cula blol.6glcamente activa: 

Etapa 1. Traducci6n : 

Amlnalcida + ARNt ---+ Compleja amlnaacll-ARNt 

Etapa 2. Polimerlzacl6n: 

Complejo aminoacill-ARNtl + aminoacll2-ARNt2· 

+,,,aminoacil20-ARNt20 ~Pollp~ptldo + ARNm-rlbosomas 

·Etapa 3. Procesamiento: 

a>Pol lp&'ptido 

activa 

blProtefna activa 

Proteína inactiva. 

Segi!n el esquema anterior, un mecanl"smo celular que reg.ula 

.la actividad y la tuncl6n de diversas proteínas es el que se 

refiere a las MODIFICACIONES COVALENTES POSTRADUCCIONALES DE LAS 

PROTEINAS. Estas modificaciones Incluyen cualquier alteraci~n 'in 

vivo• que Involucre la ruptura o la creaci6n formal de enlaces 

covalentes en las protefnas y los plptidos de·bajo peso molecular 

despuis dR que se completa la etapa 1 del esquema anterlcv-

CIOI. En el primer caso, ruptura del enlace, se requiere 

eliminación de un cierto nl!mero de amlno~cidos a partir de un 

precursor generalmente Inactivo, que dar~ una cadena polipept(dlca 

m's pequefta pero activa, como sucede con la trlpslna, Ja pepsina y 
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la qulmotrlpslna y en la actlvacl6n de ciertas hormonas como la 

Insulina ClOJ, En el segundo caso, la formacl.s°n de enlaces . 
covalentes, diferentes grupos radicales o funcionales se unen 

qu(mlcamente a los amlno~cldos de las proteínas. En general estas 

reacciones de modlflcaci6n postradu~clonal se pueden agrupar e~ 

las siguientes categorlas 121: 

al Gllcosllacl6n. Consiste en la lntroduccl6n 

monosacGridos ollgosaclrldos y pollsaclrldo~ a las protefnas. 

Incluye los gllcosllderlvados de los amlnoÍcldo~• 

asparaglna, serina 1 treonina 1 clstelna, así como de la 

~ldrox!~lslna, hldrcxlfenllalanlna y B-hldroxltlroslna. 

b> Fosforllacl6n. Es el agregado de grupos fosfatos a 

residuos amlnolcldos de proteínas. Engloba a los monoesteres de la 

serlna,la' treonlna y la tlroslna y las fosforamldas de llslna, 

hlstldlna y arglnlna. 

el ~etllacl6'n. Consiste en la lncorporacl6n de grupos 

metilos en algunos amlnolcldos de las proteínas que da como 

resultado proteína• N-metlladas estables. Ejemplo de amlncÍcldcs 

que ex~erlmentan esta reaccl6n son la arglnlna, la hlstldlna, la 

llslna y la glicina y en general los grupos alfa amino libre. 

di Acetllacl6n. En este caso se P.roduce la unl6n de grupos 

acetilos a r•slduos amlhoÍcldos de las proteínas. En la mayoría de 

los casas se producen proteínas N-acetlladas y los prlnc~pale• 

amlnolcldos que experimentan esta reacclGn son la alanlna y la 

el Halogenacld"n. Se produce por la lntroduccl6n de claro, 
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brama a lada gen•ralmente en las· amlnaCcldas tlraslna e 

hlstldlna. 

Todas estas reacciones son espec!f lcas, ea decir son 

catalizadas por enzimas y se ha sugerido que se realizan en 

compartimientos celulares coma el complejo de Golgl, el retfclAD 

endopllfs~lco o el nd:cleo 110, 13, 11. 

A~em.!s de este procesamiento de las proteínas por v(as enzl

m,tlcas bien def lnldas, lstas pueden experimentar otra tlp~ de 

modificaciones covalentes que pueden ocurrir espont.!neamente sin 

catlH lsls espec ft le~. Estas modificaciones no enzlm5tlcas 

incluyen las gllcosllaclones de grupos N y N prot61c~s que 

pueden ocurrir en tejido~ con altas concentraciones de glucosa, 

la deamldaclc!n de la asparaglna y la glutamlna en partato y 

' glutamato respectivamente, la formac16n de enlaces cruzados en la 

coU.gena ,Y la elastlna, la racemlzacllín de L-amlno~cldos y la 

hldr611sls de enlaces peptÍdlcos 110, 21. 

Este ten6meno resulta particularmente importante porque 

estudios· "-tn vitre• han mostrado que la unl.!n no enzlm.Ítlca de 

la ·glucosa a los grupos amino libres de ciertas protel"nas, trae 

como consecuencia la lnactlvaci6n total de su tunci~n tal y comb 1 

sucede con la acetoacetato descarboxllasa 1271, la alcohol 

deshidrogenasa 1281, la asparaglnasa C29l, la l lpoproteÍna de 

alta densidad 130l, la 2-ceto-4-hldroxlbutlrato aldolasa 131l, la 

lipoproteína de baja densidad 1311, la rlbonucleasa 132l, la 

urldlndltosfato deshidrogenasa 133l lo que podrfa en alg.{n 

momento contribuir a la expllcacl6n a nivel bloqufmlco, de 

algunas patologÍas que aun na se han aclarado totalmente. 

8 



1.2.•GLICACION NO ENZIMATICA DE PROTEINAS 

En 1966 1 Holmquist y Schroeder !151 .descubrieron la presencia 

de un grupo bloqueador en el extremo amino terminal en la 

hemogloblna.Hb A. Aunque se realizaron estudios posteriores para 

tratar de descubrir la naturaleza de dicho grupo, ~nlcamente se 

logr6 averlgua·r que se trataba de una base de Schlff •in 

identificarla con exactitud !151, 

Fue a mediados de los a~os setenta en que se mostr6 que el 

grupo bloqueador involucrado era la glucosa <o un producto de 

ella>, la cual se une por un proceso no enzim!tico a la 

hemoglobina originando una mod!ficaci6n postraducclonal. de la 

tnlsma 116, 17, 19, 20, 731. b
0

rlginalmente, a esta reaccllÍn se le 

di6 el n~mbre de giucos1laci1Ín no enzim,tlca de la hemoglobina, 

el cual fue corregido posteriormente por la IUPAC 1 recomendando 

el t'rmino glicacl6n !1371. 

Estudiando el mecanismo de la reaccl6n se descubri6 que el 

grupo aldehido de la glucosa reacciona con el amino libre de la 

hemoglobina y forma una base de Schiff la cual experimenta un 

rearreglo intramolecular 1 conocido como rearreglo de Amador!, lo 

que origina una cetoamlna m{s estable !19 1 68 1 371. 

El mecaniamo general propuesto para la gllcataclÓ°n no 

enzlmttlca de la• protefna• •• el •lgulente: 
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En el caso de la hemoglobina, esta reaccl6n se lleva a cabo 

"In vivo• ·y la cantidad de hemoglobina gllcatada se relaciona con 

l~ glucosa libre disponible y 1 por lo tanto, los niveles est~n 

elevados en pacientes con dlab~tes mellitus (19 1 23 1 37 1 58l. 

Aunque este tipo de reacc16n se descubrl6 Inicialmente en la 

hemoglobina, la gllcatacl6n no enzimática de protefnas no es 

específica de ella, puesto que tambi1n se ha demostrado que 

ocurre en otro tipo de prote!nas como la col,gena C22l, la alb.Í

mina 123, 42) 1 las prote(nas del cristalino (23, 56) 1 la tubulina 

172l y las protel"nas de la membrana plas.mática del eritrocito 

(24, 44), 

·,Tambiln, 11e ha estudiado el fen6meno de glicaci6n en 

experimentos 'In vitre• con prote!nas que, por su distribuci6n 

tisular en el organismo, reaccionan fácilmente 'in vivo• con la 

glucosa libre, Day y col. 119791 fueron los primeros en demostrar 

que la alb.Ímina s~rica, humana y otras proteÍn:• del suero, son 

91 !catadas 'in vitre• de manera no enzimática despu~s de ·su ... • 

incubacion CD~ glucosa (23, se, 42). Adem~s, en experimentos 'in 

vivo• descubrieron que los niveles de alb6mina glicatada están 

elevados en pacientes diabtfticos mal controladosC23, 58), 

Se ha sugerido que durante la hlperglucemla ocurre glicacl6n 

de proteínas 'In vlvd' y que las alteraciones en sus propiedades 

fl"slcas y bloqu(micas pueden contribuir a las complicaciones 

progresivas y cr6nicas de la diabetes 120, 21 1 25, 33, 43l. Sin 

embargo, en la actualidad a~n no se han logrado demostrar en 

forma categor(ca la existencia de correlaciones directas entre la 

10 



9llcaci6n de protefnas y la fisiopatolo9Ía de la diabetes. Por 

ejemplo, '"' sabe que la vida m"dia de . lo& eritrocito& de 

pacientes diab&tlcos es m!s corta y presentan aumento de la 

rl9ldez membrana!. Asl mismo, se ha observado que las prote(nas 

de la membrana est6n 9li7atadas 124, 44l pero se necesita 

ldentlf icarlas y demostrar que su modlf lcacl6n es la causa de la 

alterac16n que presenta el eritrocito. 

2.CALHODULINA 

La calmodull~a es una proteína conslderad·a como la principal 

aceptara Intracelular de Iones calcio y mediadora de numerosas 

Junciones celulares calcio-dependientes. Los principales proc.,sos 

en 1011 que Interviene esta proteína son 1671 ·53l: 

al Hetabollsmo de los nucie6tldos cÍcllcos ~ travis d" 

la actlvacl6n de la fosfodlesterasa y la adenllclclasa. 

bl Fosforllaci6n de proteínas de membranas 

cltoplasm~tlcas. 

el Ensamblaje y desensamblaje de mlcrot~bulos 

dl Metabolismo de 9Juc69eno, a t;av6s de la actlvacl6n 

de la fosforilclnasa 

el Flujo de calcio, y~ sea activando a.la ATPasa ICa -

M9l, Interviniendo directamente en el transporte d" calcio o 

auxll lando a la bomba cíe Ni11c1:+; 
fl Secrec16~ Intestinal de iones 

9l Llberacl6n de neurotran1lmlsores. 

hl ·Activaci6n de la clnasa de cadena ll9era dlt la 

~dsculo esquelltlco y el m~sculo liso.· 

' . 11 



il Activacl6n. de otras· sistemas enzim1tlcos como .la 

NAD-cinasa, la trlptofano 5-monooMlgenasa y la fosfollpasa A2, 

• 
La calmodulina fue .descubierta por W.Y,Cheung en 1970 en el 

cer•bro de bovino 177>. Posteriormente varios Investigadores la 

aislaron y purificaron a partir de diversos tejidos de 

vertebrados seg~n se observa en la labia 1 so, 86, 92, 1271. 

Se le ha detectado en casi todas las c~lulas eucarl6tlcas 

estudiadas, asl como en varias especies de vertebrados Incluyendo 

los peces, los reptiles y Jos anfibios 191,. 92, 126, 127, 128>, 

Tamblln se le ha aislado de varios invertebrados como lombriz de 

tíerra, la ~n6mona de mar,el pulpo 191,92>, En. la tabla 11 

se resumen los resultados obtenidos de eses estudios 1127), 

A nivel subcelular, la calmodullna estí distribuida entre las. 

fracciones partlculadas y solubles 192, 1271. En 1974 1 Smoake y 

colaboradores 192>, descubrieron que el 90 % de la calmodullna 

demostrable en la sangre, se localiza en los eritrocitos y e1·10 

.% en las plaquetas, aunque tambl~n se le ha encontrado en los 

leucocitos pollmorfonucleares 193), 

Es Importante mencionar que el an&llsls. secuencial de los 

amlno!cldos de la calmodullna obtenida de diferentes fuentes 

demostr.! que se trata de una prote(na con muy escasa varlacl6n a 

lo largo de la escala filogGnetlca. 

2,1,-ESTRUCTURA DE LA CALMODULINA 

La secuencia peptÍdlca de la calmo~ullna se di.vide en cuatro 

••gmentos estructuralmente relacionados entre a(, conocidos como 

12 



TAB!.A I.-Nlv•l•s dtt callaadul lna en tejida• vertebrada•. 

Tejido* .. ~ --Contenldoff Concentrac l 6n % Total 
lm¡¡/k¡¡l Relatlva1%lffll Prot. 

al Cerebro •500 100 0.5 

bl T•st !culo 450 100 0.15 

-Cabexa de e&permato-
%Olde 12 

cll1~sculo 

-u tero 240 0.4 

-Aorta 150 . 0.2 

"· 
-Estc!ma90 Cave•> 410 

-coraxd'n 40 10 

-Esquelltico 39 7 

dlH(9ado 90 20 0.1 

•>Rtrrt!n 90 15 0,24 

-114'dula 170 

flPtncreas 90 0.05 

-Islote de Lan9erhan• 400 --
9lTlrold111S 30 0.02 

h111ldula adrenal 110 30 

llPulmd'nH 140 25 

j 1Ba%0 90 14 

klPr6stata 106 20 

llTlmo 43 

mll16dula asea 13 

· n>Erltrocltari 120 29 

al Plaquetas 320 

pi Placenta 

rlEplderml• 0,4 
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* Incluy• t~jldos d• humano, rata, conejo, pelle, tortuga, rana, 
buey, carnero y ratcneg. 
** Se basa en el rendimiento de calmcdullna purificada d• eses 
tejidos, corregido por el porcentaje de recuperacllfn. *** Es expresado come porcentaje de la actividad espec(flca de 
extractes de cerebro <unldaQes/mg>. 

'· 
-TABLA II.Nlveles de calmcdul!na en prccar!Otes,hcngcs, 

plantas e Invertebrados. 

Calmcdul !na 
detectada 

?.-Procariontes 

-E.col l. . Ne detectada!ND> 

-s. tlphlmurlum ND 

U. -Eucarlotes 

al Hongos 

l>Mchos !B,emerscnlll + 

2>Neurcspcra crassa + 

b>Levaduras 

l>Saccaromyces 

_cerevlslae ND 

21Basldlomlcetos 

-Rusul la sp. + 

-Agarlcus blsporlu• + 

3>Mohcs de lime 

-Physarum pclycephallum + 

-Dlctyos~el!um dlsc!dum + 

III.-Prctozoarlos 

alAmceba proteus + 

blParameclum tetraurella + 

14 
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c>Tetrahymen• pyrlformlt + 

lV.-Plantas 

alChlamldcmcnas reln-

hardtll 

blSemlllas de cacahuate 

c>Semillas d• frijol + 

. dlHcjas de e•plnaca 

e>C•bada 

V.-Invertebradc• 

. a>Espcnj as 

b l Renacuaj D 

c>Lcmbriz de tle~ra 

di Pul pe 

el Insectos 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

1.0 

0'12 

·0.6 

0.03 

- 0.1:1 

1:1-20 

7 

e 

20-:so 

'6 
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DOHlNlOS. Cada une de les dominios est& formado por las pcrclcne• 

de la cadena que comprenden •l. siguiente n6'merc de amlno€cidcs : 

Dcmlnlci,l : 12-39 

Dcmln ID II : 48-7:1 

Dominio III : es-112 

Dominio IV : 121-148 

Estructuralmente, cada dominio ... ti compuesto por do• 

regione• alta-helicoidales en medio de las cuales se encuentra un 

asa qu1t "ªel sitie de alta afinidad que enlaza el calcio ·16'nlco 

i:SO, :s2, :13, 63, 971. En el siguiente esquema de la calmcdullna se 

ilustra io antes dicho llcs dominios eatan Indicada& con n6'm•ro• 

raraanasl : 

1:1 



111 IV 

1 ......_ __ ...__ .. , .............. -... -=··----·---- - ----· -... . 

Cada uno de los dominios posee rl!qu1!1ltos de sl!cuencla -,que 

conforman l!structuras llamadas de •mano EF" similares a las 

halladas en otras protl!lnas como la troponlna-C y la parvalbamina 

(proteína muscular • que tiene la propiedad de enlazar-

selectivamente al ion Cal C49, 50, 52, 531, La siguiente figura 

muestra los dominios y la conflguraciÓh de •mano EF": 

16 



···------+-!\---- .... 
1 

,, 

-.. -..... · ·----'-------- ... ~-- ---- - ·-· ··---- - ----·· 
Se dice que sen de estructura •mano Ef' porque tienen 

similitud con nuestra mano cuando los dedos mettlque, anular y 

medio estAn doblados hacia adentre de la misma, simbollzande asi 

a la alfa-h611ce que conferma el asa del dominio. Los dedos 

Indice y pulgar represent·an a las cadenas slmt:ell:;:adas per los 

vectores E y f respectivamente. 

La estructura primaria de la calmoduli~a posee una hemelogfa 

Interna sobre to:lo en los cuatro demlnios.enlazantes de calcio )' 

se observa cuando el primer domlnle se al!nea' ccn el tercero y el 

segundo con el cuarto C52, 53, 67, 97>. 

Finalmente, es importante mencionar que al centrar ic di!" 

etras proteínas del grupe •mano Ef•, la calmodullna es una 

proteína ubicua que ha legrado censervar su estructura a lo largo 

de la evcilucl6n lo cual se refleja en sus m1hÚples funciones 

149, :50, :12, 531. 

17 



2,2,-PROPIEDADES DE LA CALNODULINA 

Tanto en ausencia como en presencia de calcio !6n!co, la 

calmodul !na existe como . un m6nomero termoaatable de 16700 

daltones de peso molecular y cuyo coeficiente de sedlmentaclbn es 

do•I0-20 S 150, 52), 

·Es una proteína muy acídlca, en la que aproxlmadament!l el 30 

~ d'e sus aminoácidos son aspartato y 9lutamato y que no contiene 

clste!na, hldrD>:lprDI !na ni tr iptofano 149~ 50 1 52), En la tabla 

III se prese~ta la compos!ci6n de aminoácidos de la calmodullna 

obtenida de varias fuentes. Su punto lsoeléctrlco es de ~.4, lo 

que expl lea su 1.enta m!9racl6n en 9el. 

Posee cuatro sitios de alta afinidad de enlace de calcio por 

mol,cula IKd m 0,00001-0.000001 NI, Una vez li9ada al calcio, la 

calrnodul !na exper !menta una transli:l6n conformacional espedflca 

la cual afecta su contenido de alfa-h61 ice, la que aumenta hasta 

el 54 % y altera el microambiente de varios reslduo3 de 

aminoácidos. Esto provoca que tarnbi6n se modifiquen sus 

propiedades hldrodln~mlcas y se formen dominios hldrof6bicos de 

lnteracc!6n que son expuestos por la mo16cula •. 

En ausencia de calcio 16n!co, en esta proteína predomina la 

estructura secundaria, El 28-~~ % de sus cadenas presentan una 

conformac!6n alfa-helicoidal y el 15-20 % lo hacen en forma de 

hojas beta ple9adas 149 1 52, 63), 

Su coellclente de extlncl6n IC:> es de 2.1 150 1 52, 53 1 54 1 

63, 129). 
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TABLA III,-Campaslci6n de amlnaacldas lreslduas/mall 

Amlna,clda .Calmadullna Calmadullna Calmadulln~ 
test!cula rata Cara~6n ·a·Jlna • cer<>bra·ba·Jlna 

Aclda aspar ti ca :!:? ::!5 

Treanlna 11 1:? 

Serina 4 3 

AcldD glut,llllCD 2B 30 

Pral !na :? :? 

Glicina l:? 12 
(> 

Alanlna 11 12 

Clstll!na 

'Jallna B '1 

Hl!t!Dnlna 9 9 

Isaleuclna 9 e 

Leuclna 10 10 

. TI resina 2 :? 

Fl!nllalanlna e 9 

Trlptafana 

IUstldlna 

Llslna ;' 9 

.Llslna trlml!tllada 

Arglnlna 6 6 

-----------------------------------------------------------------
Par su campaslcl6n de aminoácidos,. la calmadullna exhibe un 

ei>pectra de absarc16n en u.·1, caractl!r!stlca, 1m donde se observa 

un •&ximo a 2~6 nm y una meseta a 282 nm que correspon~o al 

espectro de la tlroslna. Las picas mdltlples a :?53, :?30,5 r :?60.5 

son caracter{stlcos de la banda de absarc16n de la estructuro 
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fina de la fenllalanlna l~O, ~2, 931. A contlnuacl6n se muestra 

el espectro de absorcl6n de la calmodullna obtenida por Yun9 Pin Llu 

y Yay Ylu Cheun9 a partir d~ cerebro de tovlno (1361. 

o.e 

06 

; 
.& ! 0,4 
.4 

0.2 

o 240 260 

1 

1 

:!O 
'' 



:;?. :i. ·Hl!Cr.tlISHO HOLl!CULr.R DE LAS l\CCIOtlES EtlZJHATicr.s HEDir.Dl\S 

rori C/\LMODULHIA. 

La calmcdullna por si misma ne es activa Su form" actl·Ja 

la constituye una estructura mlis helicoidal que resulta de la 

unl6n CDn el calclD 1 por· ID que la fDrma activa es e) ccmplejD 

calmcdullna·Ca. Conforme la mo16cula liga calcio, adopta una 

confcrmacl6n más helicoidal hasta llegar· a la forma m.Ís acll·Ja, 

la cual enlaza rever·slblemente a la apcen;:lma correspondiente, ID 

que resulta en la lcrmac16n de una holoen%1ma activa 152 1 59, 

1:161, Esquemlit 1 camente tenemos: 

1. ·Calmcdullna Inactiva+ Ca •••c==ad) CCalmcdullna*,Calactl·Ja 

2,-CElno activa t CCalmodullna*.Ca )activa•===••=) 

CE*.Calmodullna·.ca >actl·Ja 

E•Apcenzlma 

*=tlueva conflguracl6n. 

Mediante un mecanismo similar al anterior, la calmcdullna 

estimula a las siguientes enzimas fcsfodtesterasa de cerebro do 

bovino, ad en l lato c 1 e lasa de cerebro, . ATPasa- cea •Hg >de 

eritrocito, clnasa de cadena ligera de la mlo:ilna ¡· la tlAD 

clnasa •. Tambl6n regu.la a la fDSfDllpasa f',2, la r.rrasa-Ca 

slnaptcscmal y fcsforllasa clnasal Interviene en la fcsforllacl6n 

de la membrana del eritrocito y en el ret!culc endcpllismlcc y el 

desensamble de mlcrot~bulos 150 1 52, 6.7>. 
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2,4,•RCLACIOH CSTRUCTURA-ACTIYIDAD 

Se han hecho varios Intentos para relacionar la estructura y 

la funclbn de la calmo:lu.!lna. Uno de ellos conslstl6 en la 

lncorporacl6n de un grupo químico sobre la arglnlna, la hlstl:llna 

y la Üroslna sin afectar la capacidad de la proteína para 

estimular la fosfo:llesterasa (61, 6:?, 63, 66, 116 1 1101, [n 

contraste, la modlflcacl6n de uno o más residuos de metlonlna 6 

'llslna o el tloqueo de 'Jarlos grupos carboxllo provoc6 la 

po!'rdl:la parcial o completa de su actlvl:la:I C97 1 11.S, 1171. 

Por otra parte, los estudios sobre la actividad de la 

lnteraccl6n de fragmentos peptÍ:llcos de calmcdullna obtenidos por 

la dlgestl6n con trlpslna, Indican que la actividad blo!6glca :le 

la hermana depende en alta grado :le la Integridad en la secuencia 

de aminoácidos de diferentes reglones de la mc16cula. Les 

po!'ptldcs Involucrados en tal actividad son: El p6ptl de 

<residuos 1-771, el p6ptldc II <residuos 78-1491 y el p€ptl:lc III 

<residuos 1-1061. Indi".'ldualmente ninguna actl·.-6 a la 

foslcdlesterasa CllOI. Además existen resultados que Indican que 

la el lmlnacl6n :le les fragmentes 91-106 de la cadena 

pollpeptf:llca, anulan toda su actividad blcl6glca C5:?l. 

Finalmente, come resultado de una mcdlflcacl6n específica y 

altamente conservada de la mc!6cula, la calmc:lullna experimenta 

una reaccl6n postra:lucclcnal :le metllaci6n sobre la ll~lna en la 

pc.!lici6n 115, lo cual parece ~er un prerrequisito para expresar 

alguna de sus funciones (62, 63, 9~, 11~, l~OJ. 

Otra modificación pcstra:lucclcnal d~ la proteína es la metl

lacl6n reversible de los grupas carboxllo la cual ha sido 

prepuesta como un re~uladcr potencial de su accl6n Cl:?:?I. 



:i. -rLr.tlTE:AHICNTO DEL rRODLCHA 

Con base en los conceptos antes mencionados, se considera de 

'Importancia estudiar la re9ulac16n de la actividad de la calmc

dullna en condiciones normales.,. comprobar si su actividad se 

·altera en procesos patc169lccs ya que, como principal aceptar de 

calcio y mediadora de numerosas funciones calcio-dependientes de 

la c'lula, la p6rdl~a parcial o total de sus propiedades tendría 

m6ltlples efectos nec;¡atlvcs en los procesos celulares en que 

par tic lpa. 

En la diabetes provocada experimentalmente en ratas se 

cbserv6 que la actividad de la calmodullna, determlnlldll 

Indirectamente por la estlmulaclÓn de la fcsfcdlestera~a, alcan:6 

solamente el 50 % del valor obtenido en animales normal<>!> .<.l:ll), 

La posibilidad de que al9unas alteraciones en la calmcdullna 

hubieran sido la causa de esta menor estimulaci6n no fue 

considerada por los autc~es, aunque la calmcdullna posee siete 

grupos amino libres, adem's del grupo amino inicial, que la 

harían susceptible de 9licatarse en presencia de la alta 

ccncentracl6n de 9luccsa Inducida experimentalmente y de que 

existen evidencias de la p6rdlda parcial o total de la actividad 

de la calmcdulina por modificaciones postraducclonales, ya sea en 

uno o m's de sus residuos de metlonlna o lislna o el bloqueo d• 

uno o varios d• sus 9rupos carboxllo 19~, 116, 11~1. 
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4.-HIPOTESIS 

Si se Incuba •1n vltr·o• calmodulina can concentraciones de 

9lucosa similares a las del' estado diab,tlca, 'sta puede 9llca· 

tarse en forma na en.zimlltica. 

:5. -DUCTIVO F'ItlAL 

Determina!" si la cahaodullna puede sel" 9llcatada •1n ·1ltro• par 

medios no en=lmlltlcas. 

Objetivos Intel"medlas 

al E~traer, aislar· y purificar la calmodullna a pa!"tir de tes

tículo de tora 

bl Estudiar las condiciones expel"lmentales adecuadas para que 

la 9llcaci6n ocurra "In vitre•. 

el Cuantifica!" por diferentes m6tadas la calmadullna 9licatada 
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6,. DCGr.llROLLO c:<rCRIMCtlTl\L 

rara la obtencl6n y la purlf lcacl6n de la calmodullna se 

s19ul6 un procedimiento basado en las t~cnlcas de Dedman y col. 

1501, Oopala~rlshna y r.nderson 1601 y Dedman y l<aetzel 1641. El 

proceso global se resume en la$ siguientes etapa~: 

En el rastro local se obtuvieron testículos de toro a los 

que se les qult6 la capa alb69lnea, se cortaron en trozos 

pequewos, se colocaron en bolsas de pl~stlco de cierre herm6tlco 

)' se almacenaron en el congelador a teMperaturas de O )' ·4 •e 

hasta su uso. 

En una licuadora se homo9enlx,ron 250 g, de testículo de 

toro con 500 mi. de solucl6n amortiguador·" (tris 0,04 M, t.D.T,I\, 

:5 mM a pHo7.4J en perícqos de 15 segundos, de tres a cinco... veces., 

El.homogenlxado resultante fue centrifugado a 10000 r·.p.m. 111000 

gl durante 15 mln. y se recuper6 el sobrenadante. 

1\1 icuotas de :?00 ml. del sobr'enadante se ver t íeron ~n un 

matr'z erlenmeyer do 1 litro, el cual se coloc6 dentro de un 

horno de microondas que fue.llevado a una temperatura de 90 "e 

durante :?00 seg. Inmed~3.tamente dcspu6s el matráz fue retir¡t.do ¡· 

sumergido en una mezcla de 2-propancl+hlelo seco, aglt&ndolo, 

suavemente en forma rotatoria hasta que la temperatura del 

sobrenadante bajara hasta los 5"c. La mezcla resultante so 

centrlr°u96 a 10000 r.p.m. 111000 gl dur'1nte ::JO ·mln. CI 

sobrenadan te se dlallx6 toda la noche en 19 litros de solucl6n 

amortl9uador'1. La solucl6n dlallxada fu~ centrifugada a 10000 

r.p.m. durante 15 mln., se extrajo el sobrenadante y se le agreg6 

CaCl en cantidad nuflclente·para tener una solucl6n 2 mM. 
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Purt l lcact6n de Cal111odul !na: El sobrenadan te se apl ic6 sol::re 

una colum~a de fenllsepharosa y se eluy6 con aproximadamente 500 

mi•. de soluciOn de "Alta salinidad' <tlaCI 0.5 M1 Tris 0,04 M1 

CaC12 2 mM 1 pH=7,4l. Posteriormente se eluy6 con 500 mi; de 

a111ort19uador de 'Daja salinidad• <tlaCl0,075 M1 Tris 0,04 M1 CaCI 

2 mM 1 pH=7,4l. Finalmente se e luye con una ~oluci6n de tlaCl 0,075 

M1 . Tris 0,04 M, E.D.T.A. 4 mH 1 pll=7,4 1 y se colectáron 65 

fracciones de 50 9otas y a cada una se le determin6 la densidad 

6ptica a 200 nm. Se reunieron las fracciones 40-60 con den!ildad, 

6ptica mayor de 0,1 y se diall:áron en 4 litros de soluci6n 

amort19uadora de boratos pll=B.4 <con a:lda de sodio 0,0::? r.J 

durante toda la noche, Se tom6 una al !cuota ;• se obtuvo el 

es.pectro de absorci6n en u.v. de la prote!na extraida. La solucl6n 

de calmodulina, libre de calcio, fue almacenada en el 

reir iserador hasta su uso. 

La concentraci6n de prote!na se calcul6 en base 

coeficiente de extlnci6n (El de la calmodullna y a la densidad 

6ptlca a 2BO nm. de la soluci6n: 

\"!JLUCOSA) D.0.260 nm./ E 
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7, 2, -GLIC/\CIOtl 'IN \'ITRO' DE LA CALMODULitl/\ 

Seg~n los esquemas de lncubacl6n seguld~s por Day (23, 501 y 

t<ey 11291 se dlserro el siguiente esquema para la gllcacl6'n ·de la 

calmodul lna: 

En solucl6n salina de Dultecco ID.P.D.S.llf a 37'C , se lncutO 

mg/ml de calmodul !na con las sl.<;¡u!entes concentraciones de 

<;¡lucosa: 7 mM, 10 mM y 20 mM tanto en presencia de Ca 1 mM como 

en su ausencia utlll•ando.E.O.T.~,lf* mM; De cada me:cla de 

incubaci6n se tomaron alicuotas a las 24, ~2 y 120 horas r6zpectl-

·1amente, y se detect6 y cuan't 1 f!c6 1 a proteína g l lcatada por 

espectroscop!a en ultravioleta y por el mftodc colorlm6tr!co1Uer 

anexo 21. 

El experimento se reali•6 con el objete de anal!:ar la In· 

fluencia de la ccnc·entraci6n de <;¡lucosa en la <;¡l!cacl6n de la 

calmodul!na. Come el proceso es lento y. depende en <;¡ran parte del 

tiempo de contacte de les reactivos, se evalu6 hasta un m~x!mo 

lf D.P.n.s.: Sal 1: Bg tlaCI, o.:?<;¡ KCl, O..:?g KH2P04, 1.15<;¡ tlaHP04. DI· 

solver en 000 mi de agua destilada! Sal 2: .O.Ó147'3 CaC12 en ,100 

mi de a<;¡ua dest!ladalSal 3 : 0.1<;¡ M<;1Cl2,6H20 en 100 ml de a<;¡ua 

destilada. Se mezclan la? tr1>:s aale:s y S<> ajusta el a pfl~7.41 se 

d!solvi<>ron 5 m<;¡ de sulfate de estreptomicina y 3.8 mg de penlcl· 

l!na g-pot&slca por cada 100 mi de sclucl6n. La soluc!6'1se esterl-

11:6 por flltrac16n mlll!pore y se almacen6 en el r':'.frlgorador 

hasta su usa, 

H E.O,T,A;.; 

tetrac't leo. 

Ac Ido etlle.n<;¡l lcol -bis- <B-amlno-etl le ter 1 -tl,tl' -
' 
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de 1~0 horas por consider~rlas sulicientes para determinar el 

tiempo m!nimo necesario para que la reacci6n se lleve a cabo 'In 

'Jitro' de manera 6ptima. Tambi6n se trat6 de valorar el efecto del 

calcio i6nico sobre la glicaci6n de la calmodulina. 

7. 3, -ELIMUIACIOtl DE LA OLUCOSA LIDP.E DE LAS ME:::CLl\S ItlCUDl\DAS 

Una columna de sephadex G-25 se carg6 con 2.5-3.0 mi de la· 

mezcla Incubada y se eluy6 con 3,5 mi. de solucl6n amortiguadora 

de Dulbecco, Se colect6ron fracciones de 30 gotas y se les deter

min6 su densidad óptica a 280 nm. Se recolectáron las fracciones 

.con lecturas mayores de 0.1 y se les corri6 un espectro en la 

regi6n ultravioleta. 

Por este m6todo se separa la glucosa de la prote!na 

glicatada debido a la diferencia en sus pesos moleculares. 

?.'!. -DqECCJOtl Y CUt.MTIEICACIOtl DE LA PROTEillA OLICATllDA <SEGUN 

FLUKIOER Y llltlTERHl\LTER C3;')), 

El m6todo se basa en la detecci6n colorlm6trlca del enlace 

cetoamina presente en la proteína glicatada. Consiste en 

hidroll:ar el enlace cetoamina de los sitios glicatados de la 

proteína con _&cldo ox&llco para liberar 5-hidrox!metilfurlural 

CS·HMF>. El 5-HMF se cuantifica espectrofotom.Stricarnente hac16n

dolo reaccionar con el 6cldo tiobarblt6rico CTDA> para producir 

un compuesto colorido del 5-ME que pose.e un valor de a.bsorcl6n 

m&xlma a 443 nm. Las reacciones que ocurren son las slgu}entes: 



e 
1 
c:o 
1 

·l\O-C-1-1 
1 

'r\-C-0\\ 
1 

11-C-O'r\ 
1 
Cl\20\1 

Enlace ceto
amina 

5-llMF' 

Pv.ot. 
1 

1\ 1'111 

11~
1

11 11 'l. 
11 110 

011 Ol\ 
01\ " 

Proteína 
Gl !catada 

Acido tlobarbltárlco 

L\o"t .. 
~OW\iV\. 

Aducto 
colorido 
de 5-llNI'" 

El procedimiento que se slgul6 se bas6 en la t€cnica de 

recoraro )' col. (:J9l. 

Pr·evla ellmlnacl6n de la glucosa libre, 1 mi. de la me;cla 

incubada fue hldrollxado con 1 mi de ácido oxálico 1 Nen baho do 

a9ua hirviente durante 5 horas. 

A 0.:'5 mi. del hldroli;;:ado anterior se le agreg6 0,:?5 mi. do 

4c Ido tr-lclor-oacl!tlco al 40 ~. se agl t6 con vortex ;· se centr 1 lugi! 

a :JOOO r •p.m. C 1000 gl, A 0, n¡ mi• del !IDbrenadante se le agre96 

0.:?5 mi. de 4cldo tlobarbit6rlco o.os N. y se le deJ6 reaccionar 

durante :JO •In. en baho de agua a 40 C • Posteriormente s~ deJ6 

reposar a temperatura ambiente durante 15 mln. e Inmediatamente 
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se determln6 la densidad 6ptlca de cada muestra a 443 nm. A les 

valeres obtenidos JSe les rest6 el del blanco de reactives y les 

resultados sen presentados come nmcl de 5-HMF por mi. de scluci6n 

ensayada obtenidos por extrapclacl6 de unn curva e:;t.S:ndar de 5-llMF' 

que se ·elabcrb al mismo tiempo que les experimentes reall:adcs 

por duplicado. 

7.5-CUR'JA ESTAMDP.R DE .5-HIDROXIMETILFURFURAL (5-HMF> 

Se prepar6 una sclucl6n patr6n de 5-HMF' CP.M,al26 9/mcl> 

mM con a9ua deslcnlzada y a partir de ella se reallz.S:rcn 

diluclcnes por duplicado, usando come mezcla diluyente 3 partes 

de una sclucl6n 1:1 de DPBS-.S:cldc o~!llcc l M m6s una parte de 

!cldc triclcrcac6tlcc al 40 1. 

De cada dlluci6n se midíercn 0.75 mi. y se prcces6rcn l9ual 

que les problemas, cbvlandc la etapa de hidr611s1s. 

El an.S:llsls de les resultadas se realiz6 medJante el estudie 

de las 9r&ficas trazadas ccn les resultadas de cada experimente. 

Les dates obtenidos se anall:.S:ron estadísticamente si9uiendc 

el modele lineal 9enera1: 

YIJkª u • Gi t TJ + GTiJ + Eldljl 

Luego. se aplic6 un an&l!sis de varianza de una sola vía¡· un 

an&lisis de centraste crtc9cnal cuya f6rmula 9eneral es: 

SCq = Y/ni CI 

S6lc se aceptaren ccmc si9niflcativas aquellas diferencias 

•n las que p < o.os. 
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7. - RESUL TtiDO!; 

7, 1, ·ODTIZtlCIOtl DE Cf,LMODULitlf,. 

La siguiente 9r.(f1ca nos muestra lo5 resultadas obtenido& al · 

modlr la densldo.d 6ptlca a :?SO nm. de ca.da fl"acct6n 

colocta.da duranto la. eluci6n qn11l 

PlllffiA N• .l PERFIL Dll EWCllJ.~ DE Li\ CAIJ.IJ!lll.INA . 

6 ID 14 18 22 26 30 34 38 42 46 so 54 58 62 

FMCCION aJLECf.IDA 

Como se observa en In fl9ura. 1, ln:i frn.cclone& lnlclales po~ccn 

densidad 6pt.ica menor de 0.1 A partir de ln fracci6n 40 se lnlcla 

un au•ento notable de 1~ absartencla de cada fracci6n hasta 

llegar a un .&Xlao de 0.9 1 posterior11onte hay uno. dlamlnuct6ñ dit 
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1~ d8nsldad 6ptlca ha!fta 1 legar a los •Jalares iniciales partir de 

la fraccl6n 60. 

L .. fl9ura 2 muestra el espectro do absor-cl6n en u.v. de la 

prote!no nlslndD 

• FIQJRA Nº 2 ESP[ClTIO DE Al\.'iOncm~ EN ULTRAVIOLETA DE u. CAf,\IQ!lJLINA 
Dli 'l'ES!Wli:O D~ TORO • 

~ 

230 240 250 260 270 280 

LCN'.l11UD ne LA l)lllA (nml 

290 300 



Cama "" cbzarvo., ol a3poclro do absorcl6n do la protoíno 

11111l11d11 prnonla un pico de nbsorcl6n m~xlmn n 2:'6,6 nm ... una 

serle de picos m~ltlples a 25:3 nm, 258.5 nm y 260.1 nm que colncl-

don con los observados en los aspectras de absorci6n da la calme-

dul lna publ lcados por \latterson !0'1), !(lee ('19) ¡· Llu '.>' Cheun9 

(136). 

La densidad 6ptica a 280 nm. de In solucl6n de proteína fuo de 

0,53'1. La ccncentraci6n de calmodullna calculada es la siguiente: 

(cALMODULitlAJ.. o.53'1 f 0.21° .~ 2.5'12 mg. /mi. 

El rendimiento total fue de '15.756 mg, de calmodullna aislada 

a partir de 250 9, de testículo de toro <183 mg./ Kg.l quo en 

t6rmincn porcentunles fue dol 0.018 ~ 
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7,2,_.CURVll CSTl\tlDllR DE: :S-llIDRO:<IHE:TILFURrURllL C:S•llMrl 

En la U9ura 3 se muestra la recto esl~ndar de 5-HHF que se 

traz6 con las puntos determina.dos por ln concentrnc16n· y ln 

denoldnd 6ptlcn de cafa di lucl6n. 

Flllll\A Nº 3 UJRVA ESTANDAR DB S - ll!DROXIHETILl1JRfURAL 

3.S 4.0 

~ • HIDIUJXUIET!Lf1Jl\RJRAL (mcg/ml) 

Gc.96n se otserva eu .a f_l9ura, tos puntos Se! ubican dantro de 

la recta tratada, lo que indica la linear idad y propcrc!onaUi:lad 

adecuaita do t'os par!metros gr.SI lcados. 
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7. :l. -GLICf,CIOtl DI: LI\ C/ILMODULitll\ 

0,3,1, ·Detocci6n y cunntlflcaci6n do la proteína 9llcatada por el 

m~todo colorlm~trico. 

En la tabla I se muestran los resultados obtenidos de 

la 9llcaci6n de la calmodullna con 9luco3a 7 mN en presencia d~ 

Ca 1 mN durante diferente tlompo de lncubacl6n. El promedio final 

u• eMpreua como u9 de 5-HMF por mi. de mezcla de lncubacl6n. 

TABLA No, 1 INFLUENCIA . nEL TIEllPO DE INCUBACION 
EN LA GLICACION DE LA CALMODULINA Clm' 
GLUCOSA 7 mM y Ca. 

CALMODULINA ~ TIEMPO DE X HMF . 

mg/ml mg/ml mM INCUBACION ue/ml 
Hrs 

I 1.26 7 24 0.,239! 0.017 

I 1. 26 7 72 0,356± 0,033 

I 1. 26 =-~ 120 0.371± 0.0002 

Como se puede observar, al aumentar el tiempo de lncubaci6n 

de las mezclas, la cantidad de 5-HMF c¡ue se detect6 es ma;·or. 



'En la tabla II se muestran los resultados obtenidos de la 

9licaclOn ·de la calmodulina al incubarla con concentraciones 

constantes de glucosa ~ mH en un medio sin Ca usando EOTA 1 mN. 

Los resultados se expresan en u9 de 5·HMF" por ml de mezcla de 

lncutaci6n. 

TABLA No II : .INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION 
EN LA GLICACION DE LA CALHODULINA CON 
GLUCOSA 7 mM EN AUSENCIA DE Ca, 

CALMODULINA 

mg/ml 

~ 

mg/ml mM 

TIEMPO DE 

INCUBACION 
Hrs 

~!fil!:. 

ug/ml 

I 

I 

I 

1,26 
1.26 

211 

n 
120 

0,130! o;ooa 
o.111s! 0,0001 

0.138! o.oos 

... 

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

de ~-HHF" se detect6 en la mezcla Incubada durante·72 hrs, Los 

resultados de las tablas I y II se presentan en la figura 4. 
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f'lgura No. 4 

24 72 

TIFMPO DE INUJBACION (HORA.S) 

ug/ml de 5-HMf' a partir de las me~clas de 

calmodullna' Incubadas a 37 C y pH ;>,4 durante diferentes tiempos 

en presencia de Ca 1 mM <--> y en su ausencia usando EOTI\ 1-·-l 
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La tabla 111 nos muestra los u9 de 5-HHF cuantificados en 

las mezclas de calmodullna con 9lucosa 10 mH Incubadas en 

presencia de Ca mH durante diferentes tiempos. El promedio se 

expresa como u9 de 5-llMF por mi de mezcla de Incubación. 

CALMODULINA 

mg/ml 

1.25 

1. 25 

1. 25 

TABLA No III : INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION 
EN LA GLICACION DE LA CAL'IODULINA CON 
GLUCOSA 10 mM EN PRESENCIA DE Ca 

GLUCOSA TIEMPO DE X HMF 
mg/ml mM INCUBACION ug/ml 

Hrs 

1,8 10 24 0,233! 0,041 

1,8 10 72 0,348-: b.008 

1,8 10 120 
-. . + 0:024---.o. 724-

-- ~, '.-=-:-=,;-.~ -=-.; :~_,_- - ' 

Se~&n se puede observar, la deteccl6n de 5-HMF es proporcional 

con el tiempo de lncubacl6n de la mezcla. 
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L'1 tabl'1 IV muestra Jos result'1d0!3 cbtenldoo de Ja 9llc'1cl6n 

de la calmodullna con· 9lucos'1 10 mH en un medio sin C'1 us'1ndo 

EOTA 1 mM, durante diferentes tiempos de lncubacl6n. El promedio 

f 1 n'11 es expre3ado como u9 de :S-HMF' por mi de mezc Ja de 

·1ncubacl6n ensayada. 

TABLA Na IV INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION 
EN LA GLICACION DE LA CALMODULINA 
CON GLUCOSA 10 mM EN AUSENCIA nt Ca. 

CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO DE ~E 
INCUBACION 

mg/ml mg/ml mM flRS. ug/ml 

1.25 1. B 10 24 0,334: o. 033 

1,25 1. B 10 72 0,304: 0,0005 

1. 25 1 .• a· 10 120 o .093: 0.007 

En este experimento, Ja m~xlma cancentracl6n de 5-HMF se 

obsel"\16 a las :?~ hol"as de lncubacl6n , .la que dlsmlnuy6 a las :':? 

horas, y alcan%6 el mCnlmc a las 1:?0 horas. Estas resultados, 

junto can Jos de la tabla III, se pl"esentan en Ja flgul"a ~· 
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Figura No. 5 

FI<Vll.Ú.¡0 S GLICACION mi Ü CAlMJlllLINA 
CON GílJCOSA 10 iíR 

(-) 

c---l 

·-'· ,, 
' ,, ' ' 

EN PRESENCIA DE Ca2+ 

EN AIJSE.~CIA DE Ca 2+ 

' '-., 

' 
24 72 120 

TIBIPO DE INCllBACION (HORAS) 

u9/ml de 5-HHF cuantlf lcados a partir del 

procesamiento de las mezclas· de calmodullna con 9lucosa 10 mH 

Incubadas a 37 C y pH ;o,q a dlfer·entes tiempos tanto en presencia' 

de Ca 1 mM 1--) como en !JU au""ncla u!lando EOTI\ <----->. 



La tabla No V muestra les rcn1ultadcs ·ctcnldoa de 1'1 

qllcacl6n da la calmodullna al Incubarla con concentraciones 

constantes de glucosa 20 mH en un medio con Ca lmH durante 

diferente tiempo. El promedio final se expreaa en t~1·mlnos de u9 

de 5-liMF por cada mi de mezcla Incubada. 

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

CALMODULINA GLUCOSA TIEMPO DE ~ 
iÑEUBACICiN 

. mg/ml mg/ml mM HRS. 11g/ml 

1. 25 3,6 20 21\ 0,455! 0,008 

1,25 3,6 20 72 o.3ss! 0,032 

:i. 2S 3.6 20 120 o.eso! o.oso 

.~--~--· '""-e 

Como se obser~a en los resultados, la concentracl6n dc 5-HMF 

aumenta con cl tiempo de'lncubacl6n a excepcl6n de las 72 horas 

en donde se encontraron valores por debajo de lo.i 

·correspondientes a las 24 horas. 
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La tabla 'JI muestl"a los l"esultados obtenidos en la 9llcac:l6n 

de la c:almodullna al lnc:ubal"la c:on glucosa 20 mM en un medio sin 

Ca Cusando EOTA 1 mM>, dul"ante diferentes tiempos. 

TABLA No VI INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION 
l:N LA GL!CAGIOíl DE LA CAlllODULINA 
CON GLUCOSA 2 O ml1 EN AUSENCIA DE Ca, 

CALMODULINA ~ TIEMPO DE :1.Jl!:!L 
rF1eusAcioíl 

mg/ml mglml mM HRS, ug/ml 

1:25 3,6 20 24 o .4o4t 0,0001 

1.25 3,6 20 72 o,355t O,OOB 

1.25 3,6 20 120 o. 470:!: O,OB3 

La mayor' conc:entl"ac:l6n 'de :S-llMF' se obtuvo a las 120 "horas ;· la 

•fnlma a las '2 hol"aS de lnc:ubact6n. 

En la flgul"a 6 se presentan los resultados de los dos ~ltlmos 

experimentos. 
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24 7Z 

TIEMPO DE INUJBi\CION (HORAS) 

F19ura No 6 u9/ml de 5-llHr obtenidos ·del procesamiento de las 

me•clas de calmodullna con glucosa 20 mH Incubadas a 37 C y pH 

7,4 a diferentes tiempos tanto en presencia de Ca 1 mH <--> y 

en ausencia usando EOTI\ 1 mH 1--·-l, 
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'La ·tabla 'JII a9rupa los resultados mostrados en las tablas 

I, III y V que corresponden a los experimentos de 9licaci6n de la 

calmodulina con 9lucosa a diferentes concentraciones durante 

diferentes tiempos de incubaci6n en presencia de Ca 1 mH. 

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 
24 72 120 

mg/ml mg/ml mM X HMF X HMF X1iTIF 
ug/ml ug/ml . ug/ml 

1 1.26 0.239 0.356 0,371 

1.2s 1.8 10 . o. 232 0.348 o. 724 

1.25 3,5 20 0.465 0.355 o.aso 

Como se cbser-va, a las 120 horas -de incubaci6n la 

cuantificaci6n de ~-HMF es proporcional a la concentraci6n de 

<Jlucosa lo que no ocurre a las 24 y 72 hrs. La concentraci6n de 

~-HH~ siempre es mayor cuando la calmodulina se incuba con 

glucosa 20 mM _ind1>pendien~emente del tiempo de incubaci6n. 

En la fi9ura 7 se presentan estos resultados, 
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TIEMPO DE INCTJBACION (HORAS) 

F"19ur11N~ 7 : u9/ml de 5-llMF' cuantificadas a pnrtlr de !;is mezcl;is 

de cal11odullna can glucosa 7 mM C---1, 10 mM (-..·-1 y ::?O mM 

~ ......... 1, Incubadas durante diferente!:! tiempos en presencia de Ca. 



0

La tabla VIII agrupa les resultados mostrados en las tablas 

Il, IV y VI dende se muestra la inlluencij de la ccncentraci6n de 

glucosa y del tiempo de incubaci6n sobre la glicaci6n de la 

calmcdulina cuando esta se realiza en un medie sin Ca • 

TABLA No VIII INFLUENCIA DEL TIEMPO Y DE LA CONCENTRA-

CALMODULINA 

mg/ml 

1 

1. 25 

1.25 

CION DE GLUCOSA EN LA GLICACION OE LA -
CALMODULINA EN AUSENCIA DE Ca. 

GLUCOSA TIEMPO DE INCUBACION ( HRS ) 
24 72 120 

mg/ml mM xtmr lflIMF X~ 

ug/ml ug/ml ug/ml 

1,26 0.130 0.145 0.138 
- . oc,,,_, 

1;e 10 0.334 0.304 0,093 

3,6 20 0,404 0.355 0,478 

come se observa en les resultados, a las 24 y 72 hrs. de 

la cantidad de 5-HMF lu~ proporcional a la 

ccncentraci6n de glucosa usada en la 9licaci6n de la calmodulina. 

A las 120 hrs. de incubaci6n se detect6 m~s 5-HMF con 9luccsa 7 

mM · que con glucosa 10 mM, Ahora bien, Independientemente del 

t 1 empo de 1ncubaci6n, 1 a detecc i 6n de 5 -HMF siempre es mayor 

cuando la calmodullna se lncub6 con glucosa 20 mM, 

~stos re~ultados sen presentados en la figura o. 
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24 72 . 

TIEMPO DE !Na.JBACION (flORAS) 
Fi.9uraNÚa: -~~.iiml .. de 5-HHF cuantificados a partir de las 

mezclas de incubaci6n de calmcdullna con 9lucc:>a ;' mH <-->, 

10 mH <-.--J y :?O mH ( ........... ¡ incubadas dur·ante diferentes 

tiempos de lncubaci6n en un medie carente de Ca usando c.o.T.A. 
1 mH. 
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;>, :i. 2', -Detl!ccl6n de la qllcacl6n de la calmodullna po,. 

e!Spectro!Scop!a. 

l!n las figuras 9 a 13 se muestran los espectros de absorcl6n 

en u.v. de la mezcla de calmodulina con glucosa a dlfe,.entes 

concentraciones C7, 10, y 20 mHJ incubadas durante 120 hrs. y los 

efectos de la presencia o au!Sencia de calcio sobre la gllcact6n. 
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FIOURI'. No '1 : [;spectros de absorci6n en u.·,. de la calmcdullna 

9llcatada con 9lucosa 7 mN lue90 de 120 horas d~ lncubaci6n en 

presencia <--> y ausencia de Ca <-·-i comparados con el de la 

calmodul lna pura <->, 
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Ccmc se puede observar en la fl9ura 9, les espectros de la 

calmcdullna 9llcatada paseen el misma patr6n de abscrcl6n que el 

de la calmcdullna pura. Les 

caracter!stlccs de e~ta proteína, 

ccn el de Ja calmcdullna central. 

tres muestran les plccs 

aunque ne se pueden superponer 
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Se9~n se observa en la f l9ura 10, el espectro de la 

calmodullna 9licatada con 9lucosa 10 mM en ausencia de calcio es 

·Idéntico al de la calmodullna pura. ·En cambio el espectro de la 

calmodullna 9llcatada con glucosa 10 mM en presencia de Ca varia 

li9e~amente en la re9i6n de los :so. y 260 nm. En ambos case$, los 

espectros de la calmcdullna 9llcatada no se pueden superponer con 

el control. 
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rIOURA JJ...11 : .Espectros de absorci6n de la calmodul lna 91 lcatada 

luego de ser Incubada durante 120 hrs. con glucosa 20 mM en 

presencia <--1 y ausencia '--·-lde Ca 1 mM, comparados con 

el de la calmodul lna pura _,. 
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En les espectros presentadas en la fl9ura 11, se observa que 

el de la calmcdullna gllcatada en presencia de EOT~ es similar 

-al centre!, ne aGI el espectro de la calmodullna 9llcatad~ en 

presencia de Ca • Este ~!timo presenta una meseta de absorci6n en 

" la regl6n local lxada entre los 250 y 260 nm, que lo dlferencfa,n 

del e$pectro de la calmodullna control. 
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l'lc¡ura No 12 :. Espectros de atsorc!6n de calmo<lulina 9licatada 

lue90 de su lncubac!6n durante 120 hrs. con 91.ucosa ';mM 1--> ,· 

10 mM <-·-·> y :?O mM 1--> en ausencia de calcio, comparados con 

el de la calmodul!na pura ~. 



Como 

absor~l6n 

dlf_erentes 

se puede observar en la fl9ura 12, les patr6nes de 

de los espectros 

concentraciones de 

de calmodulina 9licatada con 

glucosa en ausencia de Ca, sen 

slml lares con el di> la calmodul !na control aunque no ae pueden 

superponer tot¡1Jmenle. 
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Como se puede observar en la figura 13, los espectros de la 

calmodullna 9llcatada con glucosa 7 y 10 mH en presencia de Ca 

poseen un patr6n de absorcl6n ld6ntlco al de la calmodullna 

control. ~n cambio el espectro de la calmodullna gllcatada con 

91.ucosa 20 mM en presencia :fel ion Ca, pr.esenta un~ me:s~ta entre 

los :?50 v :?60 nm. que no se Ob!ierva en el E?Spectro control. 
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O.·· DlGCUGIOtl DE RCSUL T.~DOG. 

L<1s car<1cter·!stlcas fÍslcoqu!micas de la caltnodullna que la 

distinguen de las dem6s proteCnas ltermoestable, de bajo peso 

molecular y altamente ac!dlCül y su amplia distribución en los 

tejidos corporales. (50, 52, 77, 78, eo, ?:?, 1:?7>' permitiC!'ron que!' 

su extracci6n y purificacl6n fuese relativamente sencilla, El 

mltodo de aisl<1miento v purificación de Dedman v col. 150, ¿q) se 

basa en la cromatografCa con fenllsepharos;. En lsta, las 

propiedades hldrofÓb!cü" de lü calmodullna dependiente:. del ion 

calcio, hacen posible su obtención de manera m!s homog1foea1 por 

lo que se ahorra tiempo y costo3 en comparaci6n con la~ dcm5~ 

t4!cnlcas que 9eneralmente est1in disetfad<1s en dos ·et<1pas. La 

t6cnlca no es recomendable para extraer la calmodullna de otros 

tejidos diferentes a los testículos, porque en lü pr lmer 

cromatografía tamtl6n se purifican al9unos contaminantes siendo 

necesario reali~ar una se9unda cromatografía con DEA-celulosa 

para eliminarlos, adem!s de que la concentraci6n relativa de la 

calmodullna varía dependiendo del tejido de donde se extral9<1. 

En este ectudio se obtuvo un rcndimianto de 100.0:?4 rn9ll<9 do 

tejido, es decir el o.01s %, Aparentemente el rendimiento es 

bajo, pero se debe tener en cuenta que el porcentaje de,calmodu· 

llna es del 0.15 % del total de proteínas de testCculo 1so,9q1,y 

adem!s que hubo p6rdida de proteína, no cuantificada, durante el 

proceso de extracci6n. 

El rendimiento de calmodulina reportado en esto estudio fue 

superior de otros autores en el test!culo de rata 1100 mc;¡/1(9) 

1521, en el cerebro de bovino 1qo mg/Kgl 1971 y en cor<1:6n de 
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.. 
bovino C1 mQ/Kgl COO), Lo anterior Indica que ol testículo do 

toro es un tejido adecuado para la obtención de la calmadulina. 

Para el an~lisls de la ldentlficacl6n y determlnaciónde la 

pure:a de la protefna aislada, nos basamos en su patr6n· de 

elucl6n y el espectro de absorcl6n en el ultravioleta. 

r.nall:ando el patr6n de eluci6n de la proteína, se puede 

deducir que con la calmodullna no copurlflc6 nlng~n contaminante 

de naturaleza prot61ca. 

El espectro de absorcl6n de la calmodullna obtenida mostr6 

un pico de absorci6n máxima a 276.6 nm. y tres picos adicionales 

~ 253 nm, 25S.5 nm y ~68 nm que coinciden plenamente con los 

qbtenldos en los ·espectros de absorcl6n ·de la calmodulina 

reporta~os por otro~ autores (91, 11, 1~2, 136>, lo que confirma 

que la proteína extralda por nosotros es caimodulina. Aderoá.s, · 

la ausencia de picos de absorcl6n adicionales 

homo9eneldad y pureza. 

demuestran su 

La detecci6n de 5-hldroxlmetllfurfural <5-HMFI en todas las 

me:clas de lncubacl6n es prueba de que la calmodullna experlment6 

un proce:;o de 9llcacl6n •1n vitre• de maner·a no en:;:lm.itlca 

similar al reportado para otras proteínas• Los datos de este 

estudio son con9ruentes con los de varios autores en relac16n al 

enlace cetoamlna detectado en proteínas que fueron Incubadas "In 

vi trc" con altas cancentracianeS de 9lucosa (19, 20-

:?6,:SS,1331 1341, 

Como la 9lucosa se enla:;:a reverslblemente a las proteínas a 
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trav61 do 101 9rupo: Dmlno do In vnllna y In llDlna 11? 1 ~0-~61 1 

es probable que los principales sitios de c¡licaci6n de la 

calmodul !na sean val !na y 1 !?>!na, aunque> no se puede da?>cortar 

que otros aminoácidos poco reactivos puedan e~perimentar la misma 

reacci6n <.::11. 

tluestros resultados de c¡llcaci6n no en::imiltica .'in •1!tro•de 

·1 a. calmodul ! na demuestran que 1 a c¡l ucosa reacciono d<> man<!ra 

!nespecff!ca con las proteínas y coinciden con los de Dlxon 117> 

sobre la valilhistidlnal · de FlucM!ger y Wlnterhalter 137> en 

hemoo;ilob!na de ti<!'/ y col. < 129) en transf err !na huma.na, 

macroc¡lobul!na alfa-2 y f!br!n6';1eno; de Day y col. 123, ,50) <!n 

al~dmina , y de Stevens y col. (3) quienes mostraron la presencia 

de 9lucosil-l!slna en la proteína del cristalino posterior a su 

lncubaci6n con o;ilucosa. 

Los resultados obtenidos en los e>:p<>rimentos reali::ados en 

presencia o ausencia de calcio muestran que la '3llcaci6n de la 

calmodul ina es mayor en presencia de tlicho ion.. Sin embargo, los 

efectos "del ion calcio pa_recen depender de la concentracl6n de la 

'3lucosa 'I d<>l tiempo de !ncubaci6n, aunque no parece exl!>tlr uno 

reloci6n directa entre ambos lactares. 

El hecho de que la c¡llcacl6n de la calmodul!na sea mayor <>n 

presencia de calcio puede e~plic~rse por los c~mbios conform~cio

nales provocados por la uni6n del calcio libre a· la c;i.lmodullna 

lo que provoca!'!a que se expon9an mayor ndmero de !litios hidro-

f6bicos altamente reactivos. Probab lernente estos di tirnos 1 nvo-

lucren a la l!slna y la vallna <60, 61, 63, 6~ 1 821, que son los 

principales amlno&c!dos que participan en la raacc!6n de 
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9llcacl6n de proteínas IB, 21, 2~, ~O>. 

La facllitaci6n de la glicaci6n de la calmodulina en 

presencia del calcio es semeJ ante a las observadas en las 

reacciones de acetllacl6n y metllac16n de esta proteína .<116, 

117'>. 

De manera 9enera1, los datos prcsentad?s en este trabajo 

muestran que la gllcacl6n de la calmodullna en presencia de 

calcio es proporcional al tiempo a determinada concentraci6n de 

9lucosa. 

En ausencia de calcio, la gllcaci6n de la calmodullna fue 

menor,. excepto cuando se le incub6 con glucosa 10mH durante =4 
horas. 

En la mayor !a de los exper·imentos sin calcio, a las 24 horas 

de incubación se presentó un efecto de s~turación de los sitio 

primarios de gllcaclón de la calmodulina y Ja reacción dismlnuy6 

o se mantuvo constante a las 72 y l~O horas de incubaci6n. 

Los efectos del E.G.T.A. sobre. la glicacl6n de la 

calmodulina pueden ser explicados por dos fen6menos: 

-Inhibicl6n parcial de la reacci6n por quelacl6n del 

calcio y 

-Rever·sl6n de la reaccl6n. 

Aunque la partlcipacl6n del calcio ya fue anal i•ada 

previamente, es importante cnfóltl:ar que en prelOencla de este 

ion, la calmodullna expone pocos altios de 9llcacl6n altamente 

reactl· .. ·os por lo que estos se glicat;in r!pidamente, :ie manera que 

a la: =~ hora: d• lncubacl6n ya ;o dotocta ol ol~cto 6ptlmo. 



ro~teriormente, n la ~:? y 1:?0 horas es mµy probable quo 

reo.cclonen sitios secundarlos y so 9llc"ten ·l<>ntamonto lo quo 

explica que lo. reaccl6n se mantenga consto.nto o que o.ponas se 

Incremente despu6s de lo. ~4 horo.s de lncubac16n. 

Si ze considero. que el gro.do y la e~tensi6n de la roaccl6n 

de una o.mina con un 9rupo carbonllo depende on 9ran pürte do r:ic

tores est6r·lcos que afectan su o.ccesibilldnd <68) 1 ·existe to.mbl6n 

In .Posibilidad de que ol [¡,G.T.I\, bloquee ·dlrectamento el acceso 

de la 9lucoso. a los sitios de 9licaci6n de la calmodulina, lo que 

explicaría la dlsminuci6n de la 9llcaci6n on prezencln de esta 

sal. 

En el 5e~undo caso, la unión de la glucosa con la 

i::i.lmodullna e~ afoctada por eÍ E.G.T.I\. de manera que la vuol'Je 

m&s d6bi 1 y f6ci lment_c reversible , lo que produce di soc i ac i 6n 

de la proteína 9licatada una vez que se han saturado los sitios 

de reacción de la proteína, provocando '1a disminución en los 

ni·;elcs de 9llcaci6n conforme transcurre el tiempo, lo cual 

coincide en parte con lo publicado por Heans y Chan9 C6S> quienos 

observaron que las reaccione~ entre grupos amino Y aldehidos ~on 

reversibles en determinado grado, 

Cuando la 9licaci6n ocurre en presencia de Iones calcio, 

c¡eneralmentc la roacci6n e5' proporcional· al tiempo. La el:cepc16n 

acur·re al incubar la proteína con 9lucosa :?O mH durante? :?'1 y 72 

horas, ya que en ese intervalo la 9licacl6n disminuye en lugar de 

aumentar, tal y como se oserva en la f l9ura ~ 7. Una posible 
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expllcacl6n del fenómeno, es la de considerar que a esa 

concentracl6n de 9lucosa habr!an factores est6r Ices que Inhiben 

la reaccl6n durante ese lapso. 

La gllcacl6n m&xima de calmodullna se obtiene siempre a las 

120 horas de lncubaci6n, Independientemente de la concentracl6n 

de 9lucosa usada; 

El hecho de que la glicacl6n aumente conforme aumenta el 

tiempo de lncubac16n y de que sea m&xima a las 120 hrs,, indica 

que la reacci6n es afectada por el tiempo de contacto o de 

lnteracci6n entre la 9lucosa y la calmodulina, lo cual coincide 

con los estudios $Obre la 9licaci6n de la hemo9lobina <l?, 3~) y 

~e protefnas s6ricas (50, 129). 

En ausencia del calcio, el efecto del tiempo de incubaci6n 

sobre la 9llcaci6n es impredecible: Mientras la reacci6n es 

proporcional con el tiempo al incubar con 9lucosa 7 mM, con 

9lucosa 10 mtt la reacci6n disminuye a partir de las 24 horas, 

Cuando la 9licaci6n se lleva a cabo con 9lucosa 20 mtt, el efecto 

del tiempo no es siempre proporcional. La variaci6n observada en 

los niveles de 9licaci6n en estas condiciones indica que el 

efecto del EOTA sobre la reacci6n varia impredeciblemente con el 

transcurso del tiempo se9~n las condiciones intr!nsecas de la 

mezcla de incubaci6n. Lo anterior si9nifica que en determinado 

momento, la sal puede poseer un electo inhibitorio (total o 

parcial) sobre la reacci6n O un efecto de reversibilidad 

la calmodulina 9licatada. 

::obre 

Independiontomonto dol tlompo y dol olocto dol calcio, IA 
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~Jlcacl6n de la calmodullna es proporcional con Ja concentraclOn 

de 9lucosa. Esto slqniflca que para un mismo tl~mpo de 

lncubacl6n, la 9licacl6n siempre es mayor lncub~ndo a Ja proteína 

con 9Jucosa 20 mH que con 9lucosa 7 mH 6 10 mH, 

La 9licacl6n de la calmodullna es mayor cuando esta :e 

Incuba con qlucosa 10 mH que con 9lucosa 7 mM, yn soa en 

presencia o en ausencia de calcio 16nlco. Una excepcl6n a Jo 

anterior son Jos resultados obtenidos a las 1~0 horas de 

Incubación en ausencia de calcio (figura SJ, en donde la 

9licaci6n es mayor con ~lucosa 7 mM que con 1o·mN. 

La influencia de Ja concentraci6n de Ja 9Jucosa en Ja 9Jlca-

taci6n de la calmodulina es 169lca si consideramos que a concen

traciones bajas de 9Jucosa los sitios de 9licac16n de la calmo-

dulina no son saturados, tal y como ocurre al incubarla con 

glucosa 7 mM. Conforme aumentan las mo16culas de glucosa en el 

medio de incubac16n, lo~ sitios ~on 9licatado5 hnzt~ qua ~~ 

saturan y, de haberse incubado con concentracione~ de glucosa m~

yores de 20 mH , hubleramos lle9ado al punto en que por m6: 

glucosa pre$ente en el medio de lncubacl6n, la cantidad de pro

teína 9llcatada hubiera sido siempre constante. 

La explicacl6n anterior no coincide con los resultados obte-

nido$ al gllcatar calmodullna con glucosa 10 mH en ausencia de 

calcio. En esta~ condiciones, el E.G,T.A, lnhlbl6 parcialmente 

la reaccl6n de 9llcac16n. 

En general, nuestros resultados sobre el efecto de la 

concentraci6n de 9lucosa en la 9llcac16n de calmodul lna, 

coinciden con Jos obtenidos al estudiar la 9llcacl6n 'In vitre' 

del flbrlnÓ9eno C137l, transferrina humana, macro9lobullna alfa~ 



11291 1 hemoglobina (211 y alb6mlna 1231 591. 

Por otra parte, el análisis comparativo de los espectros de 

absorci6n en u,v de la c~lmodulina demuestra que no existen 

mayores diferencias entre el de la calmodulina pura y la 

91ico.tada. Sin embargo, lo:; espectros de la calmodul ina 91 !catada 

no se pueden superponer totalmente con el espectro de la 

calmodu 11 na control, lo que implica que el efecto de la 

gll.cacl6n sobre los espectros es imperceptible bajo estas condi

ciones y apenas si le provoca ll9erfslmos cambios en el patr6n de 

absor>J=i6n. 

l.os espectros de absorc:i6n de la calmodul lna 91 !catada no se 

alteran por la presencia de el ion Ca a la concentraclbn mM, y 

aunque l(lee 1921 reporta que el calcio i6nico altera las prople

dade espectrosc6plcas de la calmodullna al unirse con ~sta. Se 

sabe que dichos cambios no se manifiestan en presencia. de calciO 

a la concentracl6n mM 11361 lo cual es similar a nuestros 

rnultados. 

De todos los espectros obtenidos en este estudio, el m!s 

Importante por su significado para las conclusiones, es el de la 

calmodullna gllcatada con glucosa 20 mM durante 120 horas de 

lncubacl6n en presencia de calcio. En el aparece una me:;eta o 

pico de absorc:i6n entre los 253 •; 259 nm, ausente en los dem!s 

espectros, est6 o no ~licatada la calmodullna. Este pico de 

absorci6n extra ta10poco estl reportado en la literatura 150, 52, 

B:!, 93, 1361, 

El hecho de que ~~te pico de absorcl6n aparezca en el espec-
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tro do In calmodullna quo H qllcat6 mn mnyor qrado, lllqnlflco. 

que la 9llcac16n de 6sta proteína puede detectada 

espectralmente solamente cuando la reacci6n se ro3li:a con 

9luco$a 20 mM durante 120 horas de incubaci6n y en presencio de 

calcio 16nico. 

Como la alteración espectroscópica se manifiesta hasta las 

120 horas, los principales sitios de reacci6n ya fueron 9licata· 

dos a las 24 y 48 horas de lncubaci6n -~in producir cambios 

sustanciales en el patr6n de absorcl6n de la proteína, Posterior

mente, !litios :zecundarios comtcm.:an a ser 9licatado~ y provac"1n 

cambios en el espectro. 

Como el cambio espectral se manifiesta entre los:·plcos de 

absorci6n produci"dos por la fenllalanlna, es probable que é!>te 

amlno&cido posea sitios secundarlos de 9licac16n de la calmodu· 

lina que son expuestos en presencia de cal'cio. 

· .. 
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10,-COMCLUSIOMES, 

Con base al análisis y la dlscuslOn de los resultados, concluimos 

que 

al Se9~n los datos obtenidos en el presente estudio, el test~ulo 

de toro es una fuente abundante y adecuada para extraer 

calmodulina y que el m6todo de Dedman y col. ·para la extracc!6n de 

calmodul!na es r&pldo y fácil de real!:ar y a5e9ura la obtenci6n 

·homo96nea y pura de la prote!na. 

bl Considerando la detecc!6n y cuantif!cacl6n del ~-hldroximet!l

furfural como una prueba de la 9l!caci6n de proteínas, concluimos 

que. 

ll La calmodul!na de testículo de toro se 9l!cata "In 

vitre• de manera no enzimática al ser incubada con 

qlucosa ' mM 1 10 mM o 20 mH. La presencia de el 

Ion ca• favorece la 9llcac!6n y su auzencla, 

·quelandolo con EGTA, la Inhibe, 

2> La 9!!catac!6n de la calmc~ul!na en presencia de 

lenes calcio se caracteri~a por 

-El grado de gl !caci6n var!a en proporci6n directa 

con la concentrac!6n de glucosa.· 

-La 9l!cac16n de la calmodul!na depende 

directamente del tiempo de Incubación a 

determinada concentración de 9lucosa. 

La !nf luenc!a combinada de el tiempo de lncubacl6n y la 

concentracl6n de glucosa sobre el 9rado de gllcacl6n de la 

calmodullna o: varlablo, La3 condiciono~ dQ m6xlma gllcacl6n 



son: [glucosa] ~ 20 mN y tiempo d<> lncubac16n de 120 horo.:i; 1 lll 

9llcac16n es mínima cuando se Incuba la proteína con 91ucoc3 a la 

concentracl6n de 10 mM durante 24 horas. 

31 La 9llcacl6n de la calmodullna en presenciad<> EOTA 

se caracteri:a por lo 5!9ulente: 

-El efecto de la concentrac!6n de 9lucoso. cobre la 

9llcacl6n de 9lucoso. no es proporcional como en 

.Pr<>sencia de Ca, aunque hay· mayor 9llcacl6n con 

9lucosa 20 mM que con 9lucoza 10 mM e 7 MM. 

-La cantidad de proteína 9licatada es lguo.I a las 

24 y ;'2 hora.z de incubaci6n pero menor en 

comparacl6n con 120 horas de lncubacl6n, excepto 

con 9lucoza 10 mM 

-El efecto combinado de la (glucosa] y del tlernpo 

sobre la reacc!6n es variable: La m~xlma 9l!cac!On 

de calmodul !na se obtiene con (9lucosa] = 20 mN Y 

24 horas de lncubac!OnJ Ja gllcaci6n es rn!nlrna al 

Incubar con (9lucosa) = 10 mN 'f 24 horas de 

incubac!6n. 

cJ La deteccl6n de la calmodulina 9llcatada mediante el an,llsls 

·espectroscópico, es un m6todo poco adecuado para tal f ln yo. que se 

requiere ~e abundante glicac16n de la proteína para ser 

detectada espectrozc6picamente •. 

Como la glicaci6n altera el espectro en 

absorbe la f.enllalanina, es probable que este 

sitios secundarlos de 9licaci6n. 
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11.-PROl'UESTM Y RCCOME:Nl>ACIONE~. 

Aunque los resultados obtenidos en este· trabajo son 

concluyentes e indican claramente que la calmodulina de test!culo 

de toro se 9licata 'in vitro• de manera no enzim!tica, debemos 

tomarlos con reserva ~a que creemos que para re:>.f i rmar 

cate96rlcamente nuestras conclusiones, deben repetirse nuevamente 

los experimentos r·eali:ados en este estudio porque consideramos 

que es susceptible de mejorarse cualitativamente en todos los 

aspectos. Por lo anterior, hacemos las sl9uientes recomendaciones 

enfocadas en tal sentido: 

1) Repetir el trabajo experimental evaluando 

al El efecto del calcio a diferentes conéentracibnes 

utilizadas en este trabajo. 

bl El efecto de la concentraclbn de glucosa desde 5 mN 

hasta 50 · mM. 

cl Cuantificar la reacción de 9llcaci6n hasta los 21 

d{as, 

21 Cuantificar la prote(na y la 9luc~sa libres en el medio 

de lncut:acl6n al principio y al final de cada "tiempo de 

lncubacl6n con el objeto de reall:ar un estudio cln6tlco. 

de la reaccl6n de 9llcacl6n • 

. 3l Hacer uso de t6cnlcas cromato9r.!l'.flcas y -electrofor6ticas 

para la deteccl6n y la cuantlflcaci6n de la calmodulina 

91 lcatada. Tamt:!6n recornendamos el uso de t6cnicas 

r:id 1act1 vas. 

41 Reall;;:ar ensayos de actividad "enzlm1'tlca de la 
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en dicha actividad. 

Una vez establecidas las condiciones 6ptlmas de la 9llcacl6n 

de la calmodullna "In vltro• , la siguiente fa5e o etapa del 

provecto sería la demostracl6n 'In vivo• de la 9llcacl6'n de la 

calmodullna, para lo cual hacemos las siguientes propue~tas 

9enerale5 : 

11 Demostrar la· 9llcac16n de la calmodullna en un modelo 

animal ~i~uiendo el esquema si9uiente :. 

-Pr·ovocar hiper9llcemla en el animal usando haloxan o 

estreptozotocina. 

-Extraer y aislar la calmodullna de la sangre. 

-Determinar si la calmodullna esta 9llcatada. 

-Medir la actividad en2lm,tica de la calmodullna y 

evaluar el efecto de la posible gllcacl6n en dicha 

actividad. 

31 Demostrar .la probable 91 lcacl6n en per~onas dlab6t1cas 

bajo el esquema sl9uiente· : 

-Extraer· y aislar ca.lmodullna de la sangre del paciente. 

-Cuantificar los niveles de la probable calmodullna 9llcatada 

-Medir la actividad enz!m,tica de la calmodulina 

91 lcatada y evaluar el efecto de la 9llcacl6n. 

Una vez demostrado que la calmodullna se 9llcata no enzlm'

tlcamente "In vivo• en personas con hlper9llcemia y de evaluar el 

efecto del fen6meno sobre la actividad en:im,tlca, ser' posible 

especular acerca del papel de la glicaci6n de la calmodulina en 

relac16n a las secuelas patol69lcas manifestadas en los 

eritrocitos de estas personas. 
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tI. - APEtlDlCE !to 1 MATCRIAL Y EOUIPO 

cou1Po: 

l lcuadcra •uarlnq• de :;> velocidades 
Cron6metro o retDj se9underO con alarma. 
Centrífuga Serva!! llC-58 con rotor .lA-1'1 
horno de microondas (temperaturas 90 c , 
Parrilla.de calentamiento con aqltacl6n ma<1n6tica 
Pctencl6rnetrc llecl:man de ccntrci dl9ital (sensibilidad • 0,001) 

Columna de crcmatcgraf !a llic-Rad de 25 cm de alto y 2.B cm d~· 
ancho. 
1 Colector de fracciones autcm,tlcc "Oilscn• 
1 Cspectrctct6rnetrc "Glllcrd 2600" de doble haz y con ccritr.cl 
dl9it¡ii 
1 Dalan:a granatarla 
1 llalan:a an'11Ítica 
1 Campana de flujo laml~ar 

1 ll'111'c serblcgicc para temperaturas de 100 C, 
1 Plpeteadcr semlautcm,ticc 'Ollscn• !tipo pistola>. 
1 Pl3ncha de calentarnlentc de acero con ::?O compartimientos para 
tubos de ensa·10 !tlultl-lllcck Heater 2090 Lab.Llne lnst.lnc.) 
1 Columna empacada con Sephadex 0-25 H. 
1 Refrl~eradcr . 
3 Pipetas manuales autoajustables •oxtcrd' de 0.1,1.0 y 2,0 ml. 
2 Term6metrcs de 0-100 C , 

NATCRIAL 

1 Hart 11 lc 
3 Matraces erlenmeyer 'Pyrex• de 200,250,500 y lOOÓ 
ml.re$pectivamente 
3 Vasos de plAstlcc •rvrex• de 500 y 1000 mi. respectivamente. 
:? ')asos •rvrex 11 de 250 v 500 mi.respectivamente . 
O Probetas 'Plrex' de 250,500,1000 v 2000 mi !2 c/ul 
2 Cubetas de p15stlcc de 20 lt. 

Cuba de p!Sstlcc 
2 Cmtudcs de pl,stlcc de tallo corto, 
100 Pipetas ra:;teur 
3 Oradillas de acero Inoxidable 
1000 Tubos de ensaye de O x 100 
20 Tutes de ensaye de plástico con fondo c6nlco de 30 mly tap6n 
de ro~ca. 
1 HQtrc de tute de di~llsls. 
2 CspStula:o de acero inoxidable, 
5 rrasccs de pl&sticc con tap6n de rosca de 100,250 v 500 mi, 
2 Columnas PD-10 marca 'Pharmacla Fine Cemlcal" empacadas con 
scphade>. o-:5 H 
50 Tubos •ccr,,lng' de pcllprcpllenc con tap6n de rcsca,est~rlles 
de 50 .,. 15 mi. (50 de c:u>, 
3 Oradill3s de pl6stlcc con aerturas de 3-5 cm de dm. 
500 Puntas de platico est.Srlles para pipetas manuale5 
autca,tu:otilble:;, 
100 Pipetas de plistlcc esterlles de 10 y 1 mi. !100 de c/u), 



:!O r.artur.hnm del e=t.erlll::;cl6n dauch:ibloa do pl,:.tlco 
Harcü':iorcs 
Etiquetas 
1 Rollo sellador. 

ru:r,CTI\.'OS 
· Tr!s·Hidroximetil -amlnometano <Sigma> 
-Acldo etllendlamlnotetrac6tlco <Si<1mal 
- Ac 1 do et l lon<1I i col· Is-< D-ami noet i leterl -tetr acético <Sigma>. 
- Cloruro :te zodio <Siqma>. 

:?-Her captcetanos l <SÍgmal 
- Clorure de calcio <Sl9mal 

Ul"Cil <Si~ma) 

- Hldr6xldÓ de !;Odio (:Jlcimal 
reni lsephMosa para ~romatc9raf!a en cc.lumna <Parmacla Fine 

Chemlcal l • 
• ~cldo D6rlcc CSi9ma e Horcl:l 
Dcrato de sodio <Sigma O Mercl:l 

- Cloruro :te pota.sic (C:i~rna.) 

rcslatc d!.5cidc do potasio !Si9mal 
- í-osfato monoSci~o de $Odio <Siama> 

Clorure de ma9nesio hexahidrat¡dc (Si9mal 
- Cloruro de calcio <Ct~m~> 
- Oluccsa o· dextrosa.!Sicirna O Mercl:l 

Sulfate de estreptomicina <Mercl:l 
- renlcilina 9-pctá~ica <Lakesidel 
- Acldo cxQicc <Sic¡mal 

t.cldo l!cc3rcitll'.r leo !Si9mal 
5-!lidrcximeti l lurfural <Sigma) 

- Isopropanol <Si~ma> 
Acido clcrhfdrico concentrado <Sigma) 
Acido trlclcrcac6tico <Sigma) 
ribra de vidrio 
llielo picado 

- Hielo seco 
- Agua desioni:;:ada. ~) 
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APE!lllICl! 2 1 SSQUJ:llAS DE IllCUMcrIO!l" 

GLICATACION DE LA CALMODULINA EN PRESENCH DE GLUCOSA 

'1 m!J l._r:11
2

+1 mil. INFI.UENCH DEL TIEMPO DE IllCUBACION. 

con el objeto de demostrar que ocµrre glicataci6n "in V.! 

tro 11 de la calmodulinn y de establecer el tiempo mínimo para 

ella, le. proteína pura se incubó a diferentes tiempos con 

glucosa 1mM en DPBS a 37°c y en presencia de Ca 
2+ l mM • 

Tubo Solución de Medio de Voldmen (Calmodulina) (Glucosa) Tiempo de 
m;~/ml mM Incubación Calmodul lna. Incubación Final mg/ml mM 

11-i 

11-1' 

11-2 

11-2• 

11-3 

11-3' 

11-4 

11-4' 

11-5 

11-5' 

o.5ml 

0 15ml 

0.5ml 

0.5ml 

0,5ml 

0.5 ml l ml 1.05 1.26 1 

0.5 ml l ml 1.05 1.26 7 

0.5 

BLANCO 0.5ml DPBS 0.5 ml l ml 1.26 7 

BALNCO 

( Calmodulina ) = 2. l mg/ml DPBS con glucosa lOmM y 

ca2+1 mM , pH'1.4; Blanco reactivos (sin calmodulina 
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O hrs. 

24 hrs. 

48 Hrs. 

72 Hrs. 

l20Hrs. 



GI>!CATACIQN DE LA CALMODULIN~ EN PRESENCB DE GLUCOSA 

7mM ~ EGTA l mM. INFLUENCH DEL TIEMPO DE INCUBACIOll, 

Los obdetivoa del experimento son lns mismoa que el nn -

terior solo que Bhorn se estudid' el fenómeno de glicatación -

de calmodulina en ausencia de ce.2+ lmM parn lo cunl ln proto,! 

na y la glucosa se incuban a di!erentes tiempos en DPBS+EGTA 

l mM a 37°C • 

. TUbo Solución de Modio de Volumen (C•lmodulin•) (Glucosa) Tiempo do 
Calmodulina Incubación Pinnl msl'.ml mJ,! ml)'.l'.ml rnM tncubttci6n 

C-1 0,5 ml 0.5 ml l ml l.05 1.26 7 O Hro. 

C-1' 

C-2 0.5 ml 0.5 ml l ml 1.05 1.26 7 24 Hra. 

C-2' 

C-3 0.5 ml 0.5 ml 1 ml 1.05 1.26 7 48 Hrs. 

C-3' 

C-4 0.5 ml .0,5 ml l ml 1.05 1.26 7. - -
72 Hra, 

C-4' 
º" 

C-5 0,5 ml 0,5 ml 1 ml 1.05 1.26 7 120 Hro, 

C-5' "· 
BLANCO 0.5 DPBS 0,5 ml l ml 1.05 l.26 7 

BLANCO " DPBS 

(Calmodulina ) ~ 2.1 mg/ml; DPBS con glucosa 10 mll y EGTA l mll 

1'H 7.4; Blanco RaaotivOs, 



Tubo 

:F-1 

F-1' 

F-2 

F-2' 

F-3 

F-3' 

BLANCO 

BLANCO 

GLICATACION DE L~. CALMODULINA EN PRESENCIA DE GLUCOSA 

10 mM y cn2+ 1 mM • INFLUE!lCIA DEL TIEl.:PO DE INCUBACION. 

:t"ara demostrar que la posible glicataci6n de la calmodu

liD.a 11 \n Vi troº es mayor con glucosa lOmM en relación a la -

glucosa 7mM. y establecer el tiempo de incubación necesario P.!: 

rl;l ello, se incubaron en DPBS estéril a 37ºc por tiempoa dif~ 
rent~s. l mg/ml Calmodulina con glucosa lOnm en presencia de 

ca2+ 

Solución Medio de Volumen (Calmodulina) (Glucosa) Tiempo de 
Calmodulina Incubación Final m¡¡Lml mM m¡¡¿ml mM Incubación 

0.5 ml. 0.5 ml l ml 1.251 1.8 10 24 hrs. 
n 

0.5 ml 0.5 ml. l ml l.251 1.8 10 72 hrs. 
n 

0.5 ml 0.5 ml l ml l,251 1:8 10 120 hrs. 

0.5 DPBS 0.5 ml l ml 1.8 10., 
n DPBS 

( Calmodulina ) = 2.542 mg/ml DPBS+ ca 2+ lmM y glucosa 20m~ 

\ili.7.4; Blanco de reactivos( sin calmoduli~a )·; 
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Tubo 

D-1 

D-1' 

D-2 

D-2' 

D-3 

D-3' 

BLANCO 

BLANCO 

GLICATACION DE LA CALMODULINA EN PRESENCIA DE GLUCOSA 

10 mM y EGTA lmM. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBAUION. 

Para valorar la ausencia del ca2• en la posible ¡:11cnta

ci6n do la calmodulina en relaci6n al experimento anterior, -

la calmodulina y la glucosa lOml.I so incubaron diferentes tic.!!!· 

pos en una mezcla estéril do DPBS +. EGTA lmM a 37°C. 

Soluci6n ltlodio do Volllmen (Calmodulina) (Glucosa ) Tiempo 
Calmodulina Incubaci6n Final Ulg/ml mM mg/ml mM Incubnci6n 

0.5 ml 0.5 ml 1 ml 1.251 1.6 10 24 hro, 

0,5 ml 0,5 ml 1 ml · l.251 1,6 10 72 hra. 

0;5 ml 0,5 ml . l ml 1.251 :i,.6 10 120 'hrn. 

" 

0,5 ml DPBS 0.5 ml l ml J.,6 10 

" ml DPBS 

(Calmodulina )= 2.542 mg/ml¡ DPBS + EGTA 'J Glucooa 20 mM, 

. ¡l'H 7.4; Blanco do reactivos ( sin cslmodulina 

77 



TUbo 

G-1 

G-1' 

G-2 

G-2' 

G-3 

G-3' 

BLANCO 

BLANCO 

GLICATACIO!! DE LA CALMODULI!!A El! PRESENCIA DE GLUCOSA 

20 mM y ca2+ l mM. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION. 

Con el objeto de demostrar la posible glicatacióu "Ín -

Vitro " de la ca,lmodulina en presencia de ca
2
+1 mM y el tiem

po neCoaario para ello, se incubó la proteína pura con gluco

sa 20mM en DPBS+ca2+lmM a diferentes tiempos, 

Solu.ci6n Medio de Volúmcn ( Calmodulina) (Glucosa) Tiempo 
Calmodulina Incubación Final mg/ml mM mg/ml mM Incubeci6n 

0,5 ml 0.5 ml 1 ml 1.251 3,6 20 24 hra. 

0,5 ml 0.5 ml l ml .. 1.251 3,6 20 72 hre, 

0.5 ml 0.5 ml l ml 1.251 3,6 20 120 hra, 

0.5 ml DPBS 0.5 ml l ml 3,6 20 

" ml DPBS 

(Calmodulina) = 2;542 mg/ml ; DPBS + ca
2

+lmM y glucosa 40mM 

tJH 7, 4 · ; Blanco de reactivos ( ein calmodulina ) , 



OLlCATAQION DE LA CALll.ODULlNA EN PRESENCIA DE GLUCOSA 

20 mM Y EGTA lmM • INFLUENCIA DEL TIEl.!PO DE lNCUBACION • 

. Óon el fin de valorar ln ausencia del ca2+cn la supues -

ta· glicataci6n de ln calmodulina en presencia de altas conce!! 

tracionea de glucosa, l. 2 g/ml de calmodulina y 3.6g/ml de -

glucosa se incuban diferentes tiempps en una mezcla estéril -

de DPBS + EGTA l mM a 37º e 

Tubo Solución de Medio de Voldmen (Calmodulina) (Glucosa) ' Tiempo de 

E-1 

E-1' 

E-2 

E-2' 

E-3 

E-3' 

.BLANCO 

.BLANCO 

Calmodulina Incubación Final mg/ml mi! mg/ml mM lncubaci6:i 

0.5ml 0.5 ml l ml 1.251 3.6 20 24 hrs. 

0.5ml 0.5 ml l ml 1.251 3.6 20 72 hrs. 

o.5ml 0.5 ml. l ml l.251 3.6 20 120 hrs. 

" 
0.5ml DPBS 0.5 ml l ml 3.6 20 

'" 
... 

(Calmodulina ) = 2.542 mg/ml¡ DPBS + EGTÁ l mM y Glucosa 

40 mM . H 7 .4 ¡ Blanco de reactivos ( sin calmodulina 
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1 •. 11rnmrcr. ::J : /\tl/\l.IOIO COT/\DI:lTICO DC RCOUL T/\DOO 

Les resultados sen anall•Adcs pcr el siguiente modele lineal 
9enern1: 

Yljl< •u > 01 > TJ > OTlj > Ek!ljl 

en dende Yljk es Ja k-lslma repetlcl6n sujeta al j-lslmc tiempo 
de ·1ncubacl6n con la l-6sima concentracl6n de glucosa. 

u •media de mayor grade de generalidad. 

01 • ccncentraclcnes de glucosa 

TJ • tiempos de lncubacl6n 

OTIJ l·nteracci6n posll:le entre una deter·mlnada 
ccncentracl6n de 9luccsa ";' un tiempo de incubacl6n. 

Ek!ll• error experimental. 

Para evaluar el efecto de las fuentes de varlacl6n,3e resuuelve 
el modele por Ja tlcnlca del AtlALIOIS DE LA VARIANZA 
!MIADEVAJ, haciendo uso de la slgu¡ente tabla: 

Fuente de Grades de Suma de Media 
1'i:H~ i a.r; i Qb l lb11ct¡¡~ l!!I ! cuadradcs!SCJ cuadr.S:tlca 

GI { i -J J :E.VI/JI< - v ... /IJk SC/91 

TJ {J ·ll :E.Y'!-J./11; - Y~. ,/ljk 

GTIJ 11-ll {J-ll 2::EY i'J. /lk - ::.Y .. l/Jk 

-~Y~j.llk + Y~ •• /Jkk 

EkllJ J lk-llllj J zzz.vtlJk -1!.?.Y· 1Úk 
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OLUCOSACI l 7 10 
CmMl 

TICMf'O!Jl 
.(hl"S.) 

24 0.239 0.232 i.85G 
0.469 09462 

'.:':? 0.3~6 0.3413 2.109 
0.706 0.688 

1::0 0.371 0.724 3.885 
0.74I I.444 

:;:_y¡ I.9~6 2.594 3.330 7.850 

2)( o.634 r.386 2.¡22 

A pal'tfr de le'!' datos antel'_ier1;>s,ebtenemes:. 

Y"' ••• /IJk 3~424 ~YL .1 Jk = 3.582 

~'Z.'LYI~ JI: = 4.!42 

~Yi..j./lk =3.832 .. 

"Z'Z.Ylo. J/k = 4.I42 

Sutstl tuyende en la tab 1 a de AtlADCVA y ef ectu:inde 1 ao 
respectivas eperacienes, se obtienen les sl9ulentes r·esultades: 

ruente de Grade de Guma de Media de 

:.ier lacl.S!l libertad cuadr~dosCMCl cuadradestMCl 

01 :? o. !591 0.07905 

TJ :? 0.4070 0.2039 

OTIJ 4 0,15:?1:J:? 0.03003 

Ck CIJ l 9 0.0003 0.000033 

Cíecte de las fuentes de val'laci6n IFl. 

alCfecto de la 9lucesa IF calculada): 

MC 9lucesa I MC errel' = :?395 

sl: 



bJEfecto del tiempo de lncubacl6n rr calculada> 

HC tiempo I HC error = 6719 

cJEfecto de las lnteracclones.IF calculada! 

MC 9lucosa-tiempo I MC error = 1152 

Regla de Declsl6n 

SI F calculada es mayor que la F de tablas,entonces hay efecto 
estadísticamente slgnlf lcatlvo del parSmetro estudiado. En nuestro 
caso tenemos lo si9uiente: 

a>Olucosa : F calculada = 2395 

F tablas = 4.26 IP = 0.05 1 219 9ll 

como F calculada > Ftablas entonces el efecto de la 
concentracl6n de 9lucosa sobre la gllcaci6n de calmodullna es 
slgnlf lcativo. 

bJTlempo : F calculada = 6719 

r tablas 4.26 !P = 0.05 , 219 91> 

como F calculada > F tablas entonces el efecto del tiempo de 
lncubac16n sobre la gllcaci6n de calmodullna es significativo. 

c>Interacclones glucosa-tiempo 

como F calculada 
de 9lucosa-tlempo 
estaditlco. 

F calculada 1152 

r tablas 3.63 !P • 0,05 ,419 91> 

F tablas, entonces el efecto de la lnteracci6n 
sobre la calmodullna es slgnlf lcatlvamente 

·rn resumen, de acuerdo a los resultndos anteriores, la 
concentraci6n de glucosa y el tiempo de lncubaci6n afectan 
sl9nlf lcatlvamente el 9rado de qllcaci6n de la calmodullna; asl 
mi~mo 1 el efecto combinado d~ ia ccncentracibn de 9luco~a y el 
tlompo do lncubacl6n afectan tambl~n el grado de gllcacl6n de la 
calmodul lna. 

Para evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de 
glucosa para 9llcatar a la calmodullna Independientemente del 
tiempo. de incubacl6n, usaremos la t6cnlca estadística conocida 
como di! COllTR,,STCG ORTOOOfl/\LCG, la cual consiste en dividir la 
suma de cuadrados en fra~mentos, can adecuados errores mue~trales 

A2 



lndepPndlentl"G de ncuerdo Q :ui; ~r;a.dca do 1 ib,o-r·tod. LD f6rmulca 
general es ~a si9uiento: 

SCq " y'I.¡~ ni CI.,_ 

Y • contrai;te = 'Z.YI CI 

en donde CI coeficiente específico de contraste 

ni = n6mero de muestras. 

rara la resoluc16n del modelo anterior, elaboramos la siguiente 
tabla: 

.Glucosa 
mM 

YI 

n 

CI 

C::? 

CONTRASTE 1 

7 10 :?O 

1.?16 :?.594:! 3.3304 

6 6 ,6 

·::? 

-1 o 

91ucasa. 20 mM vs. 91-ucosa 7 y 10 rntl. 

Substituyendo en el contraste Y " :iE..YI CI tenemos: 

y .. (3.3304) <-:::> • <:::.594:::> (1) t (1.916) (1) 

'(. m -:?.1506 

y2-s 4.6250 

Substituyendo en la sumatoria z...c1in1 , tenemos 

'Z.CI ni"= 6 (ll• 1 6(1)'- • 6!-::?l .. = 36 

Cubstltuvenda en la fámula general: 

SCql =y~/~¡ ni .. = 4.6:?50/36 = 0.1294 

COllTRASTC :Z !SCq:Zl: Para evaluar el efecto de la concentracl6n de 
9lucósa 7 y 10 rnM se9ulrnas el misma procedimiento : 

Y• ::E..YI CI • !:?,5?4:?1 lll + 11.?16) 1-ll 
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ylc· 0,4599 

':E.ni Cl"m 12 

Substituyendo en la f6rmula 9eneral: 

SCqZ = 0.4599 / 12 = 0;0303= 

Substituyendo los contrastes 1 y 2 en la tabla de ANADEVA : 

ruente de 
·¡ar lacl6n 

glucosa. 

Error 

20 mM vs 7 1 10 mtl 

7 mM vs 10 mM 

o. 1591 

0.1Z04 

0,0393 

_t_IC __ ~ ~ 

0,07905 

0.1:::04 

0,0303 

0,000033 

30?0 5.1= 

11575 5, 12 

SI r- calculada > F tablas , entonces tenemos efecto de 
·centraste. Como asr sucede en nuestro caso, tenemos : 

20 mM ./:= 7 mM·:::;t:" 10 mM 

por lo que la 9llcacl6n de calmodullna no se realiza de la misma 
rorma a 7 , 10 v 20 mM. Se obtiene mayor 9llcaci6n incubando con 
9lucosa 20 mJ1 en relacl6n a 10 mM y 7 mM. entre estas dos 
liltlmas, ':!'lucosa 10 mM 9llcata en mayor grado que 9lucosa 7 mM. 

De ic;lual manera que pal"a evaluar' el efecto de 1 as diferentes 
concentraciones de 9lucosa, evaluaremos el efecto der tiempo de 
lncubaci6n de la calmodulina con una concentraci6n de 9lucosa 
conocida con el objeto de determinar la influencia de cada uno de 
los tiempos usados sobre la 9licaci6n de la calmodulina. 

Usando la t6cnlca de Contraste Orto9onal,se elabora la 
sl9ulente tabla: 

Tiemeo<hrs.J 24 :;'2 1:?0 

Y.j 1.0561 2.1009 3.3056 

n 6 6 6 

Cl -= 
C2 +2 •1 



COllTRA:lTC 1 <120 hrz. vs, 72 

SCql = y2-/::E,nl CI " 14.4871/36 = 0.40::?4 

COllTRA:lTC :: 172 hrs. vs. 24 hr11. l: 

SCq2 = Y~/:E..nl CI = 0.06454 / 12 • 0.00537 

Substituyendo los contrastes en la tabla de ANADCVA,tenemo:s 

Fuente de 9.1. se MC Fcalc. F t'1blas 
var 1acl6n 

tiempo CTJ l :? 0.4078 0.:?037 5.12 

120 V5 7:?,24 hrs. 0.40::4 0.40::?4 1::?19'3 5.12 

;'2 vs 24 0.0053 0.0053 160 5, 1:? 

error o.ooo::M 0.000033 

Re9la de declsl6n: SI r- calculada es·mayor que F tablas, hay 
efecto de contraste. -Es ·decir, de acuerdo al análisis de 
contr'1stes, tenemos que el efecto de el tiempo ~e lncubacl6n 
sobre la 9licaci6n de calmodulina es diferente a 1'1s 120 hrs. que 
a las 72 y a las 24 hrs. 

En resumen, la calmodullna se 9llcata conform~ '1Umenta el tiempo 
de lncubacl6n cuando se tiene en el medio de lncub'1cl6n un¡¡. 
determinada concentración de ~lucozn. 

lln.5.ta aqu! hemos encontrado un tiempo de incubaci6'n y un3 
concentracl6n de gluco::a 6ptirn.>5 para la glic'1cl6n d<> lil 
calmadulina en pre•enc1a de calcio, Sin cmb'1rgc el anjh~iz de 
contra~tes ~e reali~6 considerando caja parSrnetro de m~n~ra 
lndependlent<>, par lo que ahora anall•arema:: la" dato~ 
experimentales considerando el efecto de los dos par~metro$. rara 
tal fin realizaremos un andllsis de contraste ortogonal, t9ual qu<> 
en los casos anteriores, a partir de la si?uiente t~bla: 

Condici6n rnR 
h ·::·1 h 

Y.J 1.7004 x.444 0.925 0.141 0.706 o:ios 0.689 0.467 M,2. 
n 6 " ' 6 " (, (, (, ' Cl 1 1 l 1 l l l l -8 
e:: l.. l. 1. l. i l l -1 
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C::I 

C4 

es 

C.!. 

C;" 

CD 

l 

! 
i' 

1 

L 

!. 
L 

1 
i 

-J 

J 

l 

i 

-:z. 

.t. 1. i 

i .1 -s 
l irl\ 

-3 

Aplicando la f6mula 9eneral de contraste: 

SCc¡ a Yt./::<:ni Ci 

- ' 

y substl tu·~endo para cada uno de los contrastes, tenemos:-'. 

SCc¡l a 0.0313703 

OCq:? Sil 0.0391 

SCc¡3 = 0.01740 

SCc¡4 a O. 0004:: 

SCc¡5 = 0,049 

SCc¡.!. 0.1610 

SCq7' • 0,07056 

SCc¡O a O. 005469 

Para cada contraste substituimos en la si9uiente f6rmulal 

SCi/ MCerror 

., obtenemos la F calculada del contraste. 

Contraste F' calculada F' tablas 

Cl 948 s.1:: 

e:: 1101 

C3 515 

C4 1.::0 

es 1404 

C.!. 4040 

'. 
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co 

llabr& d!lerencia eztadfotlcamente :;l9nlf lcatl·;.:i "I r 
calculada es mayor que F tablas, De acuerdo a lo anterior, 
tenemos que la Influencia de los par~metroz combinados ~obre el 
~rado de ~llcaci6n, es diferente y sl9ue el orden descendiente 
que a contlnuacl6n se muestra: 

.(:?o mH-1:?0 hrs.) + (10 mH-1:?0 hrs~ ,P (20 mH-:?'1 hrs.) 4-(7 mH-1:?0 

hrs.) "F(7 mtl-72 hrs.}F(20 mtl-7:? hrs~;i.~o mtl-7:?. hrs).C. (7 mH-:M hr~-¡!: 

~o mH-;:<1 hrs.) 

Finalmente, para terminar este an.i'.llsls, las consideraciones 
f l·na·les que podemos plantear son las siguientes: 

A las condiciones de §lucosa) = 7, 10 y :?O mH y tlempÓ de 
1ncubaci6n de 24, 7~ y 1~0 hrs., en presencia de calcio, $e 
concluye que·: 

1. -A dlf.rente concentr·aci6n de glucosa hay diferente grado 
de gllcaci6n de calmodullna. 

~.-Para una mismn concentraci6n de ~lucosa, la qlicaci6n de 
calmodul lna aumenta en proporcióndlrect:i con el tiempo de 
lncubaci6n 

3. -De acuerdo a nuestro esquema de i.ncut:aci6n, lils 
condiciones de gllcaci6n m&xim:> de la calmodullna zon con 
[9lucosaJ E 20 mH y_ 120 horas de lncubaci6n en presencia 

de ca.La calmodul.na se gllcata l19eramente cuando se 
Incuba con glucosa 10 mH durante :?<! hrs. 

Dll\tlf,LI:;I:;. DC OLICACIOll DC CfoLtlODULitlA Cll AU:;EtlCIA DC CALCIO 

De roanera similar que para el análisis de 
p~esencla de Ca , los datos de gllcaclo de la 
ausencia de Ca son anal Izados estadÍstlcament.e 
lineal 9eneral: 

Y 1J1: = u • O 1 1 T j 1 OT 1 t C ~ <I J l 

la"gllcacl6n en 
calmodul !na en 
por el modelo 

Igual que para el análisis anterior, para evaluar el electo 
de las fuentes de variación el modelo se resuelve por la t6cnlca 
de an.i'.llsls de varian:za IANADCVAl,haclenndo uso de la siguiente 
tnbla l 
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Fuente de Va-riact6n qradcs de libertad (91) Suma de Cuadrad es (~ r.) 

'Z. )A'.."/jn..- 'j~··/..:jlz. ~luccsa) COI! 

Tiempo de Incub. CTJ 1 

f¡iluccsa]-tlempc COTIJ l 

El. C IJ 1 

(.; .. - ~"\ 

{) - l.) 

l.i.- l.~ t'1-1) 

lh-i)(.q) 

z.. ':I· ·~~/..:li. - 'j7"'/.ijlz.. 

z. ~ "Hi':¡h- Z:.jt~ii-'Z.~:j~k 
+-.~:l."' /li J¡_ 

z:. -z.. "Z. ~ ( w - :;:_ z. "i iJYh. 
DlAnAllsls de la 9llcact6n de calmcdullna en ausencia de Ca. 

Ccn les dates obtenidos experimentalmente se construye la 
sl9ulente tabla : 

&1uccs~ Cll 7 10 20 '2!,'(. J. 

Tiem20 en hrs, 
....!.!..!.. 

24 0.130 0,334 o.4044 1.7204 
0,260 0.664 0.0044 

_., 
-~ 0.1453 0.303.!. 0.354:;' 1:5734 

0.2053 0,6036 0.;'047 

120 0,130 0,0?30 0.4;01 1.3671 . 
o.::¿o 0, 1030 0.?401' 

- . 

:t.·n 0~0133 1.450.!. 2.45;"~ 
y, ••. =4•6907 

:z..y• 0.1104 0.41?3 1.02133 

-z .. :fli¡ ji: • 1.46725 '(.j~: lk .. 1.2334 .,,,,,' IJ k = 1.:?:?:! 

°ZZ.:E..YIJ ki.= !. 55100 Z..2.Ylj<-/ ,, = 1.54 

Substituyendo en la tabla de AtlADt:VA y resolviendo para la 

suma de cuadrados y la media cuadrAtlca, tenemos: 

Fuente de 
11Dr-l.1cl6n 

Gl 

9rados de 
llberllld (ql) 
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Cuma de Medi~ 
cuadradcG ICCI cuadritlca CMCI 

0.24;'5 



TJ 

OITJ 

Ck C iJ l 

4. 

7. 

Cstlmaci6n de les Cfectcs 

0.0114 0.005:' 

o.ot.135 0,0153 

0.0111 

SI F calculada es maycr que F de tablas,hay efectc 
sl9nlf lcatlvc del par&metrc estudiada. 

all!n el case del efectc de la ccncentraci6n de glucosa tenemos 
que 

F calculada= MC-Oi I MC-E = 0.12375 0.00123 • 100 

y r de tablas se obtiene ccnslderandc 9.1. de 01 y e~= y 4 
respectivamente> y p = 0,005 

r tablas = 4.26 

b>Pnra el efectc del tiempc de incubaci6n tenemos : 

r calculada= tlC TJ I tlC Ck = 0.0057 / 0.00123 = 4.63 

I' labias= 4,26 

·el Para evaluar el efecto de la lnteracci6n de .ambcs parímetros 
scbre la 9llcaci6n de calmodulina, tenemos : 

F calculada = MC oiTJ / MC errcr = 12.43 

r tablas = 3,63 

Como en les tres casos la I' calculada es mayor que la I' de 
tablas, pcdemos establecer que : 

1.-1!1 efecto de Ja concentraci6n de glucosa sobre Ja 
9licaci6n de calmodullna es sl9nillcativo y no es ~l mismo. 

2.-EJ efecto del tiempo de incubaci6n sobre la gllcaci6n de 
calmodullna es estad!~tlcamente si9nlflcatlvc y es diferente para 
cada tiempo. 

3.-EJ efecto ccmbinado del tiempo de incubaci6n y In 9lucosa 
es estad!stlcarnente sl9nif icatlvo, · 

rara evaluar· el efecto de Ja concentr·aci6n de gl'\:csa de 
manera independiente y especÍlica $Obre Ja 9Jicac16n de la 
calmodulina en ausencia de Ca , reali%aremcs un anQ!sls de 
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contraste orto9onal sl9ulendo la f6rmula 

Suma de cadrados = Sel = Y .. /~nl e/' 

·en donde y = ~ !Y.ll 1en 

Para resolver el contraste haremos uso de la si9ulente tabla 
&iucosijl. 7 10 :::o 

mtl 

YI 0.0133 1.4506 

ni 

el -:? 

e::: o 

Sustituyendo en cada contraste y resolviendo 

Sel = 0.1?51 

SC2 = O. 52:l 

La F calculada para el contraste se calcula.de la sl9u~ente 
manera : F calculada = se contraste / MC error 

para sel tenemos 0.1951 0.001:::3 15S 

pa.ra ~c2 tenemos 0,05:?3 0.001:::3 4:!.56 

, Habr.Í efecto de contraste si F calculada es rnayor qe F de 
tablas. Como en ambos caso la F de tablas es de 5.1:::, entonces el 
efecto de la concentracl6n de 9lucosa sobre la ~llcaci6n es 
diferente en ·cada cont~aste ya que las F calculadas ~on 
rnayores. Tenernos que (9lucosa] 7mH = [9lucosa) 10 rnM = [:Jlucos<g 
~o mM. · 

Resolviendo de la misma manera para evaluar 
específ lca el efecto del tiempo de lncubacl6n sobre la 
dé calmodulina en ausencia de Ca , tenemos 

Tlernpo hrs. 24 

de manera 
9llcacl6n 

1:::0 

1. 5734 1. 3691 

rd 

el -:: 

e::: 
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I' c11lculada 

5.12 

OC:? = 0.001510 

Cn el primer contraste <l:?Ohrs. ·,¡s ;i: )' ::'.:'1 hrs. l como r 
calclada es mayor que F de tablas, hay efecto de contraste, no 
así en el se~undo contraste <72 hrs.vs 2~ hrs.J en donde r 
calculada es menor que F de tablas por lo que nohay efecto de 
contraste, Dicho de otra manera, el efecto del tiempo de 
lncubacl6n sobre la qllcacl6n de calmodullna en ausencia de Ca es 
dir~rente a las 1:6 hrs. que a las 72 1 ~4 hrs. En cambio el 
efecto del tiempo sobre la 9llcacl6n de calmodullna es l9ual a 
las~:? y ::?4 hrs. pero menor que a las 120 h"rs. 

rrocediendo de la misma manera que en los casos 
anteriore~, realizaremos un an,lisis de contraste orto~onal para 
evaluar el efecto de la inter·acc!6n 9lucosa-tlempo en ausencia de 
calcio, para lo cual se construye la tabla si9ulente: 

Condici6n 20 mM ZO mM ~O mM 10 mM 10 mM 7 mM 7 mM 7mN lOmM 
120 h ~4 h.. ;";:? h 24 h ;":? h ;":? h 120 h :?4 h 1 :?O 

Y!J 0.9401 0.004 0.7047 0.664 0,6036 0.2053 0.::60 0.::60 0.10 

ni 6 6 6 6 6 6 6 6 ¿ 

Cl •O 

C:? ·7 

C3 -6 

C4 ¡:"J -5 

C5 ·4 

C6 •3 

C7 -:: 

co -1 

Obteniendo la suma cuadrática CSCl y In I' calculada y la F 
de tablas para cada contraste tenemos: 

Contraste se I' cnlculadal F tablns 

Ci 0,0:?1::5 10.::9 s.1:: 

C:? 0,0179 14.55 

C3 0,003013 3.1 
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C'1 O,OO:J16:J -~~57 

es 0.0031' :?.5:? 

C6 0.0~45 ::o 

C:;" 0.033 :?~ 

co 0.01:;" 14 

*tlC error • 0.001::3 

Gl con9lderamos que hay efecto de contraste si F calculada 
es mayor que F de tablas, tenemos la sl9ulente sltuacl6n: 

El mayor efecto sobre la 9llcacl6n de calmodullna se muestra 
incubando la calmodulina con 9lucosa ~O mH durante 1:0 hrs., 
siqulendole en orden descendente 9lucosa 20 mH y 24 hrs., glucosa 
::o mN y 72 hrs., 9lucosa lo mN y 2'1 hrs. 

La 9llcacl6n de calmodullna en ausencia de Ca es l9ual 
incubando con glucosa 10 mM durante 72 hrs.,que con glucosa 7 mH 
durante 72 hrs. 6 con 9lucosa 7 mtl y 1::0 hrs. de lncubaci6n. Cl 
m!nlmo efecto sobre la ~llcacl6n de calmodullna se presenta con 
9lucosa 10 mH dur·ante 1::0 hrs. de lncubacl6n 
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