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RESUMEN 

El calcio (Ca2+) es un metal alcalinotérreo y es uno de los elementos más importantes para 
la vida. En la célula, el calcio se regula por varias proteínas, la mayoría de las cuales 
pertenecen a la superfamilia de proteínas unidoras de Ca2+ conocidas como EF-hand 
(EFCaBPs). Estas proteínas se caracterizan por tener un motivo hélice-asa-hélice para la 
unión a calcio (EF-hand). A pesar de la enorme identidad encontrada entre estas proteínas, 
sus funciones son diversas, lo cual es resultado en parte, de los diferentes cambios 
estructurales que sufren cuando unen Ca2+ así como un ajuste fino de sus propiedades de 
unión a Ca2+. Las EFCaBPs se dividen en dos clases funcionales: Sensoras de Ca2+ y 
moduladoras de Ca2+, siendo el cambio conformacional inducido por la unión de calcio la 
característica principal que las distingue. Las proteínas sensoras presentan cambios 
conformacionales importantes en los ángulos inter-hélices (mayores a 60°) al unir calcio, 
este cambio conformacional provoca la exposición de superficies hidrofóbicas, lo cual les 
permite interactuar con sus blancos, y transducir la señal. Por otro lado, las proteínas 
moduladoras como la Calbindina D9k, muestran cambios conformacionales muy pequeños 
con la unión a Ca2+ (ángulos menores a los 12°). Hemos estudiado el efecto de los 
elementos estructurales secundarios del motivo EF-hand en el cambio conformacional, 
utilizando como modelo un EF-hand de la proteína tipo sensor Troponina C (SCIII) y uno 
de la proteína moduladora Calbindina D9k (ClbN). Para esto se construyeron motivos EF-
hand quiméricos que contienen el asa de unión a calcio y/o la hélice II del módulo sensor 
SCIII insertados en el módulo modulador de la Calbindina D9k (las principales diferencias 
entre estos motivos consisten en el asa de unión a Ca2+ y en la disposición de los residuos 
cargados en la hélice II). Mediante un sistema reportero basado en la enzima prefenato 
deshidrogenasa  (TyrA) de E coli., se pudo discriminar entre proteínas que presentan un 
comportamiento tipo sensor de las de tipo modulador. La fusión de módulos EF-hand a 
TyrA estabilizan el dímero de TyrA mostrando actividad enzimática, la cual, en el caso de 
las fusiones que poseen un EF-hand tipo sensor, es dependiente de Ca2+. De acuerdo a este 
sistema reportero se determinó que las variantes  construidas presentan un comportamiento 
tipo sensor. 
En la presente tesis se determinaron las constantes de unión a calcio aparentes para cada 
una de las variantes mediante el seguimiento de la actividad del reportero a distintas 
concentraciones de calcio.  
Una vez caracterizados los módulos individuales se realizó la reinserción de los módulos 
EF-hand a la proteína Calbindina D9k-WT, y se caracterizaron mediante dicroísmo circular y 
fluorescencia extrínseca. El comportamiento más interesante se observó en las variantes 
ClbD9k-SCIII  y ClbD9k-HIClbNSCIII que mostraron un aumento en su estructura helicoidal en 
presencia de calcio, así como un cambio de fluorescencia dependiente de Ca2+. Con los 
resultados obtenidos podemos concluir que tanto la reinserción de un módulo sensor a la 
proteína moduladora Calbindina D9kWT, así como el intercambio del asa de unión a calcio y 
la hélice II por los elementos correspondientes del módulo SCIII, son suficientes para 
conferir un comportamiento sensor  en la Calbindina D9k, demostrando que el asa de unión 
a calcio y la hélice 2, los cuales proveen los residuos de aminoácidos que forman el sitio de 
unión a calcio de un módulo sensor, son las unidades mínimas en las que radica este 
comportamiento. 
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INTRODUCCIÓN  

El calcio (Ca2+) es un metal alcalinotérreo importante para la vida ya que participa en 

procesos que van desde la mineralización hasta la señalización celular1. Muchas proteínas 

se han adaptado para unir calcio a lo largo de un amplio intervalo de afinidades (nM a mM) 

debido a que la lectura de las señales intracelulares debe ser finamente regulada2,3. La 

habilidad del calcio para alterar campos electrostáticos locales y la conformación de 

algunas proteínas que lo unen son las dos herramientas usadas para la transducción de 

señales2. 

En reposo, una célula excitable tiene concentraciones de Ca2+ de aproximadamente 100 nM, 

pero cuando se activa alcanza una concentración de unos 1000 nM. Las señales de calcio 

están reguladas por varias proteínas, la mayoría de las cuales pertenecen a la superfamilia 

de proteínas unidoras de Ca2+  altamente idénticas conocidas como EF-hand (EFCaBPs) 
4,5,6. Estas proteínas se caracterizan por tener un motivo hélice-asa-hélice para la unión a 

calcio conocido como EF-hand. El término EF-hand fue creado por Kretsinger y Nockold 

en 19737 para describir el motivo de unión a calcio encontrado en la parvalbúmina donde 

las hélices que formaban dicho motivo en esta proteína se nombraron como E y F (Fig. 

1)4,5,8.  

 

Figura 1. Motivo EF-hand Ca2+ 9. Se muestra la estructura de un motivo EF-hand unido a un 

ión Ca2+ y su analogía con una mano. 
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En la mayoría de los casos, los motivos EF-hand se encuentran como pares adyacentes 

formando un solo dominio globular, el cual es la unidad estructural y funcional básica de 

unión a Ca2+  Motivo EF-hand Ca2+ 9,10. Las EFCaBPs se componen de uno o más de estos 

dominios globulares11.  

El motivo EF-hand es uno de los más comunes encontrados en los genomas animales y se 

encuentra ampliamente distribuido en toda la célula11 con más de 600 dominios EF-hand 

identificados en el genoma humano12. En eucariotas se han identificado unas 70 subfamilias 

que contienen de dos a doce EF-hand en tándem. En la mayoría de las proteínas estudiadas 

este motivo une calcio; sin embargo, existen algunas que unen magnesio13,14. La mayoría de 

estas proteínas son citosólicas. Cada una de las subfamilias muestran movimientos 

particulares en respuesta a la unión del calcio15.  

A pesar del enorme grado de identidad en secuencia encontrada en estas proteínas, la 

respuesta a la unión del calcio es diversa, dando lugar a una amplia gama de funciones en 

procesos biológicos que van desde reguladoras de la concentración de calcio en el citosol, 

transductores de señal entre compartimentos celulares, hasta funciones más complejas 

como la contracción muscular13. La diversidad de sus funciones es resultado en parte de los 

diferentes cambios estructurales que sufren cuando unen Ca2+ 6 así como un ajuste fino de 

sus propiedades de unión a Ca2+ para que coincida con sus papeles funcionales en la 

detección y modulación de las señales 3,16.  

Las proteínas unidoras de calcio EF-hand pueden ser divididas en dos clases funcionales: 

Sensoras de Ca2+ y moduladoras de Ca2+, siendo el cambio conformacional inducido por la 

unión del calcio, la característica principal que las distingue (Fig. 2) 4,11. Una comparación 

cuantitativa usando los ángulos entre las hélices de cada EF-hand cuando tienen unido o no 

el Ca2+, muestra que las proteínas sensoras presentan cambios estructurales importantes en 

los ángulos inter-hélices (mayores a 60°). En contraste, los proteínas moduladoras como la 

Calbindina D9k, muestran cambios conformacionales muy pequeños cuando une Ca2+ 

(ángulos menores a los 12°), de manera que la conformación libre de Ca2+ y la 

conformación de interacción son similares 17. 



 
11 

 

 

Proteínas sensoras de Ca2+ 

La principal función de las proteínas sensoras es responder a una concentración de Ca2+ 

libre y activar la vía de señalización adecuada a través de un cambio conformacional 

producido por la unión del Ca2+ 6,16,18. Este cambio conformacional provoca la exposición 

de superficies hidrofóbicas, lo cual les permite enlazarse a sus blancos, y transducir la 

señal4,6. Así la transducción de la señal de calcio puede ser vista como un proceso de dos 

pasos que engloba una activación inicial de la proteína EF-hand por parte de la señal iónica, 

seguida por la unión a un blanco11. Esta característica se ha aprovechado para 

caracterizarlas ya que el cambio conformacional les permite unirse a columnas 

hidrofóbicas17 por lo que es sencillo determinar experimentalmente cuando una proteína 

presenta esta propiedad. Caen dentro de esta clasificación de EFCaBPs  las subfamilias de 

la calmodulina y el grupo de proteínas S100 las cuales responden a cambio espaciales y 

temporales en concentraciones de calcio en el intervalo de 0.1-10 µM19. 

 

Figura 2. Diferencia en el cambio conformacional inducido por la unión del calcio en una 

proteína moduladora y una sensora. La proteína moduladora Calbindina D9k se muestra en la 

parte superior y la proteína sensora Calmodulina en la parte inferior. El cambio 

conformacional inducido en la  proteína sensora provoca un aumento en la superficie 

hidrofóbica accesible (en amarillo)11. 
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El análisis de los cambios conformacionales en las proteínas calmodulina y troponina C, 

indican que la unión de los iones Ca2+ genera el acercamiento de los sitios de unión a calcio 

del dominio causando un aumento en la distancia entre las hélices en el lado contrario del 

dominio, mientras las cadenas laterales hidrofóbicas en el centro de las hélices se mueven 

escasamente debido a impedimento estérico. Este movimiento provoca la exposición de 

zonas hidrofóbicas para la interacción (Fig. 2)20.  

A nivel molecular este cambio parece ser una consecuencia de la unión del Ca2+ por el asa, 

donde para formar completamente la esfera de coordinación del Ca2+, el aminoácido 

número 12 que está demasiado lejos para unir al ión Ca2+ directamente, tiene que 

reposicionarse 2 Å aproximadamente junto con el resto de la hélice saliente de la que forma 

parte. Es este movimiento de la hélice lo que causa el cambio de conformación en el EF-

hand. Con este movimiento la unión del ión Ca2+ es también estabilizada a través de la 

formación de nuevas interacciones entre las posiciones 2 y 9 del asa18.  

La calmodulina es una proteína altamente conservada y se considera el arquetipo de las 

proteínas sensoras EF-hand. Está ampliamente distribuida en eucariotas e interacciona con 

numerosas proteínas de manera tanto dependiente de calcio como independiente de calcio. 

La unión del ión Ca2+ se da a través de un conector de 12 residuos que se denomina 

canónico6. La secuencia canónica del motivo EF-hand se encuentra también dentro de 

dominios de proteínas complejas como la miosina, así como en proteínas como la 

neuroligina, la troponina C y la proteína oncogénica MDM213. 

Proteínas moduladoras de Ca2+ 

Las proteínas moduladoras son un grupo pequeño de proteínas involucradas en la 

modulación de la señal y la homeostasis del calcio y muestran cambios conformacionales 

mínimos inducidos por la unión del ión Ca2+, ya que sólo reorganizan algunas cadenas 

laterales6,14. Por la naturaleza de su función, muestran afinidades más altas y velocidades de 

unión a Ca2+ más rápidas que las proteínas sensoras, por lo que son capaces de unirse a Ca2+ 

y regular la señal del mismo, antes de que alcance el umbral detectable por las sensoras de 

señal4. 
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Si bien estas dos clases de proteínas son claramente homólogas, aún no se ha logrado 

clarificar qué diferencias en la secuencia de los péptidos son las responsables de las 

diferentes funciones determinadas por su afinidad, cooperatividad y la respuesta a Ca2+, ni 

cuál es el mecanismo que les permite una vez que unen calcio, distinguir entre diversos 

blancos celulares11. Por lo que las EFCaBPs muestran una sorprendente capacidad de 

adquirir diferentes conformaciones en función del entorno (presencia o ausencia de iones de 

calcio unido y/o de proteínas diana). Además, dichas diferencias conformacionales son 

distintas entre las diferentes subfamilias,  incluso bajo las mismas condiciones ambientales, 

lo cual refleja la variedad de funciones en las que estas proteínas están implicadas12.  

Estas características representan un reto para establecer una relación entre la secuencia, 

estructura y función en las EFCaBPS y con ello poder manipular estas proteínas a nivel 

celular con el fin de controlar las rutas de señalización como una herramienta importante 

tanto en aplicaciones terapéuticas como en biotecnología 6,12. 

Uno de los aspectos importantes para la comprensión de esta relación es el estudio del 

papel que juega el asa de unión a calcio en la cooperatividad, la afinidad y la selectividad 

por los iones. Esta última característica toma relevancia debido a que el contenido de Mg2+ 

en la célula en reposo puede encontrarse en concentraciones cuatro órdenes de magnitud 

por arriba del nivel de calcio y estas proteínas tienen también la capacidad de unir este 

metal18. 

Asas de unión a calcio 

La mayoría de los EF-hand funcionales encontrados en las proteínas unen el calcio 

mediante un asa de 12 residuos aminoacídicos, la cual se considera el motivo canónico de 

unión a calcio5. En ambas clases funcionales, la mayor parte del asa de unión coordina el 

enlace mediante una configuración de bipirámide pentagonal, donde los seis residuos 

aminoacídicos involucrados en la unión se encuentran en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9 y 12 y 

son denominados como X, Y, Z, -Y, -X y –Z respectivamente (Fig. 3)21. Dos ligandos de 

calcio provienen además de un carboxilato bidentado suministrado por la cadena lateral de 

un aminoácido localizado en la hélice saliente, a tres residuos del extremo C del asa, 

comúnmente referido como el aminoácido número doce del asa. Además la esfera de 
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coordinación suele completarse por una molécula de agua unida a una de las cadenas 

laterales del asa. Varios de los residuos tienen roles individuales e identificables. El primer 

residuo del asa juega un papel importante para definir un arreglo electroquímico preciso. 

Una glicina conservada (56%) en la posición 6 facilita el establecimiento de un giro de 90° 

que permite a los ligandos de calcio restantes tomar las posiciones de coordinación. El 

octavo residuo del asa es un residuo hidrofóbico altamente conservado (Ile 68%). El patrón 

de puentes de hidrógenos formados por la cadena lateral del residuo en la posición nueve 

inicia la hélice saliente. Finalmente el ligando bidentado de la cadena lateral de la posición 

12 es crítico, tanto para la estructura como para la función del asa18. Debido a estos papeles 

definidos, varios residuos encontrados en los conectores de unión a calcio de las proteínas 

EF-hand están altamente conservados y contribuyen a la estabilización y correcta 

formación del sitio de unión16. En las posiciones 1, 2 y 12 en asas de 12 residuos se 

encuentran favorecidos los aminoácidos ácido aspártico, glicina y ácido glutámico 

respectivamente21. Las asas EF-hand son ricas en aminoácidos cargados negativamente: 

ácido glutámico y ácido aspártico, siendo el residuo de ácido aspártico el más común y es el 

átomo de oxígeno el encargado de la coordinación con el Ca2+18. 

       

    A                                                                 B 

 

Figura 3. Interacción EF-hand- Ca2+ 9.  A) Interacción de la proteína canónica calmodulina 

con Ca2+ (1EXR). B) Interacción de la proteína no canónica Calbindina D9k con  Ca2+ ( 

3ICB). 
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Por otro lado, las asas no canónicas pueden ser clasificadas en varios grupos, los cuales 

demuestran diferentes maneras por las cuales se establece una conformación de bipirámide 

pentagonal. El primer grupo, aunque contiene la misma longitud de doce residuos no usa 

los ligandos canónicos para unir el ión Ca2+. Un segundo grupo contiene un asa de once 

residuos y está presente en el motivo EF-hand 1 de la subfamilia de penta EF-hand. El 

tercer grupo son los que tienen inserciones; una subfamilia completa, la S100s y proteínas 

relacionadas incluyendo a la Calbindina D9k, contienen asas no canónicas en el motivo EF-

hand número 1 denominado “pseudo EF-hand” (ψ-hand). La unión del Ca 2+ en este tipo de 

asa es principalmente por carboxilos de la cadena principal. Para alojar la inserción de dos 

residuos en la primera parte del asa, este segmento gira hacia afuera con los dipolos de los 

grupos carbonilos de la cadena principal que proporcionan los ligandos unidores +X, +Y y 

+Z. Interesantemente, la presencia de estos grupos ligandos inusuales no impide la 

formación de varios puentes de hidrógeno favorables, y al menos en el caso de la 

Calbindina D9k, la alta afinidad por calcio se mantiene. La pérdida de coordinación por una 

de las cadenas laterales del asa, es compensada por la conformación alternativa del asa que 

permite al oxígeno de un grupo carbonilo de la cadena principal actuar como un ligando y 

mediante la coordinación de una molécula de agua adicional18.   

Ciertas características se comparten entre todos los tipos de asas EF-hand, tales como que 

la unión del calcio es heptacoordinada con un arreglo de ligando en bipirámide pentagonal, 

reflejando las preferencia de ligación del ión Ca2+ sobre otros iones5. 

Apareamiento EF-hand 

Los motivos EF-hand se encuentran como pares adyacentes y la influencia entre ellos es 

importante. La cooperatividad de unión para los iones de calcio es una propiedad funcional 

esencial de la familia de proteínas EF-hand y es clave en las rutas de señalización de 

calcio3,  ya que minimizan la concentración de Ca2+ requerida para alcanzar la saturación 

de las proteínas. Los EF-hand exhiben sensibilidades diversas al calcio reflejando la 

habilidad intrínseca de unión, así como el grado de cooperatividad en la unión del Ca2+ 18. 

La cooperatividad es especialmente importante en las proteínas sensoras debido a que les 
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provee la habilidad de funcionar como “on-off switches” respondiendo a cambios sutiles en 

la concentración de calcio11. 

Usualmente, el dominio globular funcional se forma a partir de una sola cadena 

polipeptídica, que presenta un conector entre los dos motivos4. Incluso se ha observado que 

péptidos aislados que representan un solo motivo EF-hand, en presencia de calcio, son 

capaces de adquirir la estructura hélice-asa-hélice desde un estado random coil y formar 

homodímeros aunque con una afinidad por Ca2+ varios órdenes de magnitud más baja que 

el EF-hand en la proteína completa. Por otro lado, se ha observado que al poner en solución 

péptidos, que de manera natural se encuentran apareados, da lugar a la formación 

preferencial de heterodímeros sobre homodímeros lo que indica una mayor afinidad en los 

heterodímeros. Así, estudios de cambios de aminoácidos en un EF-hand de una proteína, 

han mostrado que pueden tener efectos fuertes en la afinidad por Ca2+ de la EF-hand 

compañera22,23.   

En el apareamiento de un par de motivos EF-hand, las cuatro hélices anfipáticas se 

empaquetan perfectamente formando un núcleo hidrofóbico. Este empaquetamiento 

perfecto queda demostrado con la formación de heterodímeros desde módulos EF-hand 

individuales en presencia de Ca2+ reportados previamente. El plegamiento de 4 hélices 

permite cambios robustos en el empaquetamiento terciario sin que ocurran cambios 

significativos en la estructura secundaria; sin embargo, también puede oponer resistencia a 

cambios conformacionales como es el caso de la Calbindina D9k
24.  

Este apareamiento observado en los motivos EF-hand es estabilizado mediante un 

andamiaje β que abarca las posiciones 6 a 8 del asa, los cuales forman una bisagra, de 

manera que la rotación de unos pocos enlaces permite el cambio conformacional inducido 

por Ca2+ sin necesidad de un cambio conformacional mayor en los ángulos inter-hélices en 

algunas proteínas18. Dupuis y colaboradores8 encontraron que tal y como se ha reportado 

previamente1, este andamiaje, además de ser crucial para la apertura del EF-hand por la 

unión a calcio, es también importante en el cierre, actuando así como un switch para los 

cambios conformacionales en las dos direcciones. La forma cerrada es estabilizada por la  

tendencia de consolidación/elongación de la hoja β junto con las atracciones hidrofóbicas 

entre las hélices, mientras que la conformación abierta es una consecuencia de la disrupción 
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de la hoja por la atracción de cadenas laterales oxigenadas hacia el calcio, que conduce a 

limitaciones espaciales (Figura 4)8. Incluso la diversidad de las conformaciones EF-hand ha 

sido atribuida a este andamio18.  

Se ha encontrado en estudios 

realizados en la Calbindina D9k, 

que la comunicación eficiente 

sitio-sitio es mediada por el 

empaquetamiento del núcleo 

hidrofóbico de ambos EF-hand, 

estos residuos se encuentran 

incluso distantes al sitio de 

unión a calcio. Sin embargo, no 

es posible aún identificar qué 

residuos en el núcleo 

hidrofóbico son los más 

importantes para la 

cooperatividad5.  Las 

interacciones del núcleo 

hidrofóbico  son también 

importantes para la 

preformación y estabilización estructural de los sitios de unión del Ca2+ y afectan además 

las propiedades de unión al ligando de una proteína, incluso en ausencia de contactos 

directos entre los residuos del núcleo y el ligando25. Se ha observado que el intercambio de 

EF-hand entre proteínas modifica este empaquetamiento y con ello la interacción con sus 

blancos26. 

Otro mecanismo molecular de cooperatividad positiva implica contactos inter-hélices. Se 

ha propuesto que la fuerza de las interacciones inter-hélices es uno de los principales 

determinantes de la cooperatividad en las proteínas EF-hand18. Nara y colaboradores27 

reportan que la conformación de la región de la hélice α F es vital para la afinidad de unión 

a calcio de los motivos EF-hand.  

 

Figura 4. Transición holo (superior) y apo (inferior) del 

andamiaje β8 
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En ambos mecanismos moleculares de cooperatividad positiva el ligando –Z (Glu12) juega 

un papel esencial. Glu12 sirve como un ligando en la coordinación de tipo bidentado que al 

interaccionar con el Ca2+ conduce a cambios conformacionales que son transducidos al 

segundo EF-hand18. 

A pesar de que la habilidad de los pares EF-hand a unir calcio mediante cooperatividad 

positiva es casi un dogma central en este campo, hay varios ejemplos de proteínas que 

contienen EF-hand que no parecen unir calcio de esta manera. Los sitios de unión en esas 

proteínas con unión no canónica pueden ser divididos en dos clases. La primera es definida 

como sitios secuenciales independientes, donde no se observa cooperatividad entre ellos, y 

la concentración de calcio a la cual llegan a estar ocupados es determinada por su afinidad 

intrínseca. La segunda clase de EF-hand son los sitios secuencialmente cooperativos donde 

la unión secuencial observada está estructuralmente ligada, y el orden de ocupación de los 

sitios es indistinto18.  

Los efectos conformacionales de la cooperatividad son de dos tipos: estructurales y 

dinámicos. Los efectos dinámicos de la cooperatividad positiva son dominados por factores 

entrópicos. Los cambios en la flexibilidad de las asas EF y movimientos internos del núcleo 

del dominio conducen a cooperatividad positiva en la unión. A medida que la unión del 

primer ión de calcio paga tanto los costos estructurales de la reorganización como los 

costos entrópicos de la pérdida de flexibilidad dinámica interna, el segundo ión se une con 

mayor afinidad18.  

Por último, se ha observado que variaciones en la organización de los dominios contribuyen 

de manera significativa a la selectividad por sus blancos19. 

Afinidad 

Entre los factores que gobiernan la afinidad hacia el calcio en las proteínas están el número 

y contribuciones de átomos de oxígeno de la cadena principal y/o de las cadenas laterales 

que directamente coordinan al metal, las superficies cargadas, los contactos que se 

establezcan entre el asa de unión a Ca2+ y las hélices, la preformación del sitio de unión en 

el estado libre de calcio, cambios conformacionales, así como las cadenas laterales que 

estabilizan moléculas de agua que coordinan al ión . La afinidad es también dependiente de 
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la posición exacta de los grupos coordinantes cargados y de la naturaleza de largo alcance 

de las fuerzas electrostáticas de residuos cargados a aproximadamente 15 Å25,28. 

Se ha observado que las moléculas de agua completan la esfera de coordinación del calcio 

de manera directa, o en algunos casos, los enlaces de hidrógeno que estas moléculas 

establecen con la cadena principal o cadenas laterales de la proteína pueden contribuir 

favorablemente a la afinidad por calcio. Un ión Ca2+ solvatado está regularmente 

coordinado por 6 a 8 moléculas de agua en su primera capa de hidratación. La liberación de 

estas moléculas de agua luego de la unión del Ca2+ en una proteína, provoca una 

contribución entrópica favorable. Mientras más moléculas de agua sean liberadas, mayor es 

la contribución. Sin embargo, para llevar a cabo una coordinación del ión Ca2+, se 

mantienen una o más moléculas de agua en la esfera de coordinación del calcio en la 

proteína. La conservación de una o más moléculas de agua podría facilitar la dinámica del 

ión. Mantener moléculas de agua en su esfera de coordinación puede ser una forma de 

modular la afinidad, impidiendo afinidades muy altas que en algunos casos pudieran ser 

inadecuadas28. 

Finalmente, la afinidad de un EF-hand por calcio puede ser afectada por la presencia o 

ausencia de interacciones intermoleculares. El incremento de la afinidad debido a 

interacciones intermoleculares puede deberse  a tres consecuencias de la unión al blanco: 

Primero, la naturaleza anfipática de péptidos diana permite proteger las zonas hidrofóbicas 

expuestas que resultan de la unión al calcio en las proteínas sensoras como la CaM, ya que 

este fenómeno es entrópicamente favorable, así, el hecho de que un péptido cubra esta zona 

provoca un aumento en la afinidad. En segundo lugar, debido a la interacciones 

intermoleculares, hay una disminución en la tasa de disociación del calcio lo cual conduce a 

un aumento en la afinidad y finalmente debido a la estabilización del estado unido a calcio 

por la unión al blanco. Este fenómeno tiene importancia fisiológica debido a que en algunas 

proteínas la afinidad a calcio sólo es fisiológicamente relevante cuando el péptido está 

unido, aunque esta interacción puede también tener efectos negativos en otras proteínas de 

este tipo18. 

Las bases moleculares que determinan un comportamiento sensor sobre uno modulador y 

viceversa, especialmente aquellas responsables del cambio conformacional inducido por el 
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calcio han sido objeto de estudio durante mucho tiempo. Sin embargo, aunque se ha 

avanzado mucho en el conocimiento de estas proteínas, no se ha alcanzado un 

entendimiento completo de este proceso. 

Uno de los enfoques usados para lograr este objetivo es la ingeniería de proteínas, que 

pretende diseñar cambios en la secuencia de proteínas moduladoras para conferirles un 

comportamiento sensor. Así como para definir las bases moleculares que confieren el 

comportamiento a cada grupo en presencia de Ca2+. Dos de las proteínas más usadas en este 

ámbito, además de la calmodulina son la proteína moduladora Calbindina D9k y la proteína 

de tipo sensor Troponina C. 

 Calbindina D9k 

 La Calbindina D9k está involucrada en amortiguar el calcio intracelular y/o la absorción en 

la membrana del borde en cepillo intestinal y su internalización. La Calbindina D9k puede 

ayudar a controlar la forma de la onda de señal inducida por calcio, tanto espacial como 

temporalmente, además de remover iones potencialmente dañinos del citoplasma. Sin 

embargo la relevancia de esta proteína en condiciones patológicas in vivo es incierta29. 

Calbindina D9k es una proteína de 

aproximadamente 9 kDa, monomérica 

a pH fisiológico (7-7.5) y altamente 

estable28. Consta de 75 residuos que 

se organizan en dos motivos EF-hand 

que se empaquetan formando un 

dominio globular (Figura 5). Las 

constantes de unión a calcio 

reportadas por Linse y colaboradores30 

son de 2x108 M-1 y 4x108 M-1 y no 

sufre cambios estructurales evidentes 

al unir calcio. Se ha propuesto que el 

residuo Glu60 contribuye de manera 

importante a la afinidad de calcio 

 

Figura 5. Calbindina D9k
29. Se muestra los dos 

motivos uniendo cada uno un ión de Ca2+. 
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mediante la estabilización de una molécula de agua que participa en la esfera de 

coordinación28. La unión a Ca2+ es un fenómeno cooperativo mediado por interacciones 

sitio-sitio altamente efectivas3. Sin embargo, se ha visto que la concentración de electrolito 

en la que se encuentra la proteína afecta la cooperatividad31. Un aspecto significativo para 

la alta afinidad mostrada por esta proteína, es la estabilización preferencial de la forma 

cargada de calcio por parte de los residuos del núcleo hidrofóbico25. 

 Una característica importante de esta proteína es que contiene un EF-hand no canónico en 

la región N terminal, tal como sucede en las proteínas de la subfamilia S100 dentro de la 

que se ha agrupado. Esta asa no canónica es de 14 residuos y 4 de los 7 ligandos de unión a 

calcio son provistos por átomos de oxígeno de la cadena principal.6  

La Calbindina D9k no tiene puentes disulfuro y 27 de sus 75 residuos están cargados a pH 

neutro dando una carga neta de -7. Esto conduce a una repulsión carga-carga que 

desestabiliza la forma apo. No obstante, la proteína es mantiene su estructura, indicando la 

importancia de las interacciones entre residuos del núcleo hidrofóbico24.  Las estructuras de 

la Calbindina D9k en las formas holo y apo, revelan una distribución de cargas asimétrica 

con una predominancia de cargas negativas en el sitio de unión a calcio y a su 

alrededor22,31.  

En esta proteína la respuesta conformacional de la unión a calcio es mínima y el proceso no 

conduce a la exposición de residuos hidrofóbicos 25. La hipótesis de la preformación del 

sitio de unión a calcio intenta explicar por qué la Calbindina D9k no sufre un cambio 

conformacional al unir calcio y asume que es debido a que la posición de sólo un número 

limitado de cadenas laterales de ligandos a Ca2+ son diferentes en los estados apo y holo. La 

hipótesis de la preformación del sitio de unión implica que la proteína sensora Troponina C 

adopta la conformación abierta en el estado cargado por que la conformación cerrada es 

desestabilizada cuando une el calcio. Esta desestabilización no ocurre en la Calbindina D9k, 

sin embargo, es posible que la Calbindina D9k no ocupe la conformación abierta porque ésta 

es desestabilizada por problemas como el excesivo grado de exposición de residuos 

hidrofóbicos o a un conflicto de empaquetamiento del núcleo hidrofóbico. Estas propuestas 

no son mutuamente excluyentes6. 
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Algunos de los trabajos realizados con esta proteína con el fin de determinar qué residuos 

de aminoácidos controlan los cambios conformacionales inducidos por el calcio, así como 

la importancia de las interacciones que regulan su estructura y función se describen a 

continuación. 

Julenius y colaboradores caracterizaron el efecto de cambios en los aminoácidos 

hidrofóbicos en la estructura y propiedades de plegamiento de la Calbindina D9k. Sin 

embargo, encontraron que la desestabilización del núcleo hidrofóbico no es suficiente para 

inducir una afinidad hacia ANS dependiente de calcio tal y como se observa en las 

proteínas sensoras aunque si para afectar su estabilidad y función. Demostraron también 

que la proteína puede tolerar grandes alteraciones que no se reflejan de manera drástica en 

la estabilidad y puede retener su plegamiento y respuesta conformacional a la unión a 

calcio24. 

Bunick y colaboradores diseñaron la calbinmodulina (CMB1), una Calbindina D9k 

modificada que contiene 15 cambios para responder a la unión a calcio con un cambio 

conformacional similar al observado en la calmodulina. Dichos cambios se realizaron en la 

zona de interacción entre las hélices I y II para romper la preformación de la apo 

Calbindina D9k. Si bien la variante CMB1 sufre apertura de las hélices, este movimiento no 

es equiparable al observado en la Calmodulina. Además la superficie hidrofóbica expuesta 

es también menor a la observada en CaM, lo cual se explica porque el conector entre los 

dos módulos EF-hand hace contactos significativos con el núcleo hidrofóbico en CMB1 

pero no en CaM6. 

Por otro lado. Johansson y colaboradores32 realizaron cambios puntuales en la Calbindina 

D9k (JoMut) con el fin de alterar el plegamiento de este pseudo EF-hand hacia un 

plegamiento canónico, reteniendo además la afinidad a calcio. Los cambios en el EF-hand 

canónico consisten en el cambio de los aminoácidos A15D y P20G, y la eliminación de los 

residuos A14 y N21, esto debido a que consideran como características fundamentales para 

tener este comportamiento el tener un asa de 12 residuos y una glicina en la sexta posición 

y que la coordinación del ión Ca2+ cambie a ser coordinado principalmente por los 

carboxilatos de las cadenas laterales como en las asas canónicas. Si bien este grupo logró 

un cambio en la coordinación del Ca2+ hacia una coordinación principalmente por cadenas 
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laterales tal como sucede en un asa canónica, así como mantener la estructura de la proteína 

completa y que la constante de unión a calcio fuera tan alta como en el EF-hand canónico. 

Este cambio no indujo el cambio conformacional dependiente de Ca2+ en la proteína 

completa, de manera que el hecho de tener dos asas canónicos no es suficiente para tener 

cambios conformacionales dependientes de Ca2+. 

 La Troponina C (TnC) es una proteína de 18 kDa que posee un 66% de estructura de hélice 

α. Está formada por 4 motivos EF-hand organizados en dos dominios globulares (extremos 

N y C) unidos por un conector flexible de 31 residuos (Figura 6). El extremo C contiene los 

sitios con mayor afinidad a Ca2+ 

III y IV (Kaf~107 M-1) y se cree 

que están siempre ocupados, ya 

sea por calcio o magnesio 

(Kaf~103 M-1). Los sitios I y II  

forman el extremo N  y 

representan los sitios de baja 

afinidad (Kaf~105 M-1) y regulan 

la contracción del músculo. Esta 

proteína presenta dos isoformas 

en músculo estriado, músculo 

esquelético (sTnC) y músculo 

cardiaco-esquelético (cTnC) 
21,23,33. Se ha observado que la posición 2 del asa de unión a Ca2+ en los EF-hand de mayor 

afinidad en varias Troponinas es un residuo básico (lisina o arginina) lo que sugiere que 

puede ser de importancia para la afinidad alta34. 

Troponina C 

La Troponina C es la proteína de unión a calcio activa en el complejo Troponina y es la 

responsable de desencadenar contracciones musculares32 

 
 Figura 6. Troponina C. Representación en listones de 

la proteína Troponina C. Se muestra el ión Ca2+ y las 

cadenas laterales de los residuos de aminoácidos que 

lo une en el dominio C-terminal (4TNC).                                                                                          
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La unión de dos iones calcio en el extremo N de TnC induce un cambio conformacional 

que afecta la interacción de TnC con TnI que finalmente conduce a la contracción 

muscular. El análisis en el extremo N de la Troponina C muestra que no hay un cambio en 

la estructura secundaria luego de la unión al calcio, de manera que el incremento en la 

elipticidad negativa observada por dicroísmo circular no se debe a cambios en la estructura 

secundaria sino a cambios en la estructura terciaria35. 

El uso de péptidos sintéticos que equivalen a un 

motivo EF-hand ha sido empleado para estudiar 

las propiedades de unión a calcio de un sitio y 

compararlo ya sea con su par en el EF-hand o 

con un EF-hand de otras proteínas y determinar 

así posibles interacciones entre los sitios. 

Un dominio altamente estudiado en esta proteína 

es el C terminal que va del residuo 90 al 162, el 

cual se compone de dos motivos EF-hand, uno 

va del residuo 93 al 126 (SCIII) y el otro lo 

forman los residuos del 129 al 162 (SCIV). El 

motivo SCIII está formado por dos α-hélices 

entre los residuos E95-D106 y E116-E123 y una 

hoja β corta que va de Y112 a D114 en presencia de calcio21,23,36. 

Con el fin de estudiar los efectos que las interacciones hidrofóbicas y electrostáticas tienen 

en la estructura de la proteína, así como para comparar las propiedades de unión a calcio de 

un sitio con respecto a la proteína completa o su interacción con otros péptidos, Shaw y 

colaboradores sintetizaron un péptido de 34 residuos que representa el sitio de alta afinidad 

III de la Troponina C (SCIII). En este estudio encontraron que este péptido en ausencia de 

Ca2+ no se estructura de manera que aparece como random coil y en presencia de calcio 

adopta la estructura EF-hand, además de la formación de dímeros simétricos de estructura 

similar al encontrado en el extremo C de la Troponina C (Figura 7). En TnC, los residuos 

hidrofóbicos en la interface de la hélice N terminal del sitio III forman un clúster aromático 

 
Figura 7. Dímero SCIII33. Se muestra el 

homodímero de los módulos SCIII. Se 

representa las hélices como cilindros y 

los iones Ca2+ como esferas.                                                                                                 
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con residuos de la hélice C terminal del sitio IV. De manera similar, un núcleo alifático se 

forma entre las otras dos hélices de los sitios. En este apareamiento, las interacciones 

hidrofóbicas ocurren entre las cadenas laterales de F102 con F151 y F154 y de L98 con 

F154 para las hélices N-III y C-IV. En la interface C-III y N-IV, L118 y I115 interactúan 

principalmente con I134 y M138. Por otro lado, las interacciones hidrofóbicas encontradas 

en el dímero SCIII, son establecidas por los residuos de la hélice N terminal L98, A99, 

A101, F102 de un motivo, con los residuos I115 ,L118, G119, L122 de la hélice  C 

terminal de otro23. Se propone que el mecanismo para la dimerización de SCIII consiste en 

que la unión del calcio de un péptido SCIII induce su estructuración a una hélice-asa-hélice. 

Este péptido se une a una molécula apo-SCIII provocando que se estructure y formando así 

el dímero que luego une el segundo calcio. Las constantes de disociación encontradas en el 

péptido aislado SCIII son de 3 µM y 1mM, comparado con 20 nM en un fragmento que 

contiene ambos sitios III y IV21,37-39. Además, se ha observado que péptidos con la hélice N 

terminal más corta,  muestran afinidades significativamente más bajas, debido a que la 

hélice N terminal es la región inducible por el Ca2+, siendo la hélice N terminal, la que 

realiza una importante contribución en la estabilización de unión a Ca2+.40 

Osuna y colaboradores41 estudiaron los motivos EF-hand N terminal de la Calbindina D9k y 

SCIII de Troponina C y lograron conferir al dominio modulador un comportamiento sensor 

mediante el intercambio de elementos de estructura secundaria completos (elementos 

helicoidales y el asa). El comportamiento sensor adquirido por el motivo modulador fue 

determinado sólo mediante un sistema reportero que discrimina módulos EF-hand sensores 

de moduladores; sin embargo, falta evaluar si éstas variantes son capaces de alterar la 

conformación de la proteína completa cuando son reinsertados a ésta. 
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ANTECEDENTES 

Osuna y colaboradores41, estudiaron el efecto de los elementos helicoidales en el cambio 

conformacional de los motivos EF-hand de la proteína tipo sensor Troponina C y en el N 

terminal de la proteína moduladora Calbindina D9k. 

Para estudiar el efecto de los elementos estructurales secundarios en las diferentes 

respuestas a calcio de ambas proteínas, se realizó inicialmente un análisis de las secuencias  

de un motivo EF-hand de cada una de las proteínas: El motivo SCIII de Troponina C (EF-

hand canónico) y el motivo N terminal de la Calbindina D9k (ClbN). Las hélices de estos 

módulos guardan aproximadamente un 40% de identidad y un 60% de similitud en sus 

secuencias. Las principales diferencias entre los motivos EF-hand SCIII y ClbN consisten 

en el asa de unión a Ca2+ y en la disposición de los residuos cargados en la hélice C 

terminal. Así, se construyeron motivos EF-hand quiméricos que contienen la hélice II y/o el 

asa de unión a calcio del módulo sensor SCIII insertados en el módulo modulador de la 

Calbindina D9k. La figura 8 

muestra la secuencia de los 

dos módulos analizados así 

como las quimeras 

resultantes. Los aminoácidos 

subrayados en el asa SCIII 

representan los residuos de 

aminoácidos que se desvían 

del consenso. Los residuos 

marcados en ClbN indican los residuos cargados diferenciales con SCIII41. 

Las proteínas quimeras fueron analizadas mediante el sistema reportero desarrollado por 

Osuna y colaboradores 41 que permite discriminar entre un motivo EF-hand sensor y 

modulador, mediante cambios en la actividad del reportero en presencia de calcio . Este 

sistema reportero consiste en la fusión de la enzima prefenato deshidrogenasa de E. coli 

(TyrA) al módulo EF-hand  y se basa en el hecho de que los módulos EF-hand individuales 

tienen la capacidad de formar homodímeros estables en solución34. 

 

Figura 8. Secuencia de aminoácidos de los motivos SCIII, 

ClbN y motivos quiméricos41.                                                                                             
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Por otro lado, el dominio prefenato deshidrogenasa (TyrA) de E. coli es parte de una 

proteína bifuncional (Proteína T) que se encuentra fusionada a la corismato mutasa. Para su 

función necesita formar un homodímero; sin embargo, por sí sola TyrA no dimeriza, sino 

que depende de la corismato mutasa. La propiedad de homodimerización de los motivos 

EF-hand permite estabilizar a TyrA cuando se construye una proteína de fusión en la que se 

reemplaza el gen de la corismato mutasa por un módulo de EF-hand produciendo así una 

enzima homodimérica activa. Esto demuestra que en el contexto de la proteína de fusión, es 

posible la formación de 

dímeros aún en ausencia 

de Ca2+ a diferencia de 

los reportes previos 

donde se analizan 

péptidos individuales, 

los cuales necesitan de 

Ca2+ para adquirir su 

estructura y con ello 

formar dímeros. 

Además, se encontró 

que el Ca2+ puede 

regular la actividad de 

TyrA en las 

construcciones 

generadas (Figura 9)41. 

Los resultados en el 

contexto de la proteína 

de fusión indicaron que la sustitución de 14 residuos del conector que une Ca2+ del motivo 

modulador con el conector de 12 residuos del motivo sensor EF-hand SCIII es suficiente 

para generar un cambio en la actividad del reportero, lo que sugiere un cambio 

conformacional dependiente de Ca2+  41. Sin embargo, la demostración de dicho cambio no 

está completamente elucidado y es uno de los objetivos del presente trabajo. 

 
Figura 9. Comparación en la actividad de TyrA en las proteínas de 

fusión y la proteína T. Las barras blancas representa la actividad 

observada en ausencia de EDTA y Ca, las barras en color gris 

representan a la proteína en presencia de 1 mM de EDTA y las 

barras en color negro en presencia de 2 mM de Ca2+ 41.                                                                                            
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En el presente proyecto se busca caracterizar si dichas construcciones modifican el 

comportamiento de la proteína Calbindina D9k completa cuando son reintegradas a ésta. Por 

otro lado, construimos el diseño reportado por Johansson y colaboradores, que 

aparentemente no es capaz de inducir el cambio conformacional una vez integrado a la 

proteína completa y fusionarlo a TyrA como parte de la validación de nuestro sistema 

reportero.  
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HIPÓTESIS 

La sustitución del asa de unión a calcio o es asa de unión a calcio y la hélice II por los 

equivalentes del motivo sensor SCIII en la proteína Calbindina D9k, es suficiente para 

conferir un cambio conformacional dependiente de Ca2+ en la proteína completa. 

 

OBJETIVOS GENERALES 

Analizar el cambio conformacional de los motivos EF-hand mediante técnicas 

espectroscópicas que complementen el análisis mediante el sistema reportero EF-hand-

TyrA.  

Analizar el cambio conformacional de la Calbindina D9k, en respuesta a la unión de Ca2+ 

cuando el motivo N-terminal es remplazado por los motivos quiméricos. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Analizar el cambio conformacional del EF-hand en el contexto de fusión a TyrA en 

respuesta a la unión a Ca2+, usando técnicas de dicroísmo circular (CD), fluorescencia y el 

seguimiento de la actividad enzimática del reportero. 

2) Construir el diseño JoMut32 fusionado a TyrA para determinar su comportamiento en 

nuestro sistema reportero. 

 3) Reintegrar los motivos EF-hand analizados a la molécula de Calbindina D9k, y 

determinar mediante técnicas de CD y fluorescencia si existe un cambio conformacional en 

la proteína completa y compararlos con la Calbindina D9k WT. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  

El trabajo experimental para llevar a cabo los objetivos se dividió en dos partes: 

PARTE 1. ANÁLISIS CONFORMACIONAL DE LOS MOTIVOS 

INDIVIDUALES HICLBNSCIII, HIH2CLBNSCIII Y DEL DISEÑO 

REPORTADO POR JOHANSSON Y COLABORADORES  (JOMUT) EN 

EL CONTEXTO DEL SISTEMA REPORTERO (TYRA) 

1.-Obtención de los genes codificantes para las variantes HIClbNSCIII, 

HIH2ClbNSCIII, JoMut, y los motivos ClbN y SCIII fusionados al 

reportero (TyrA) 
Se contaban al inicio de este proyecto con los genes de tres de las 5 proteínas a analizar: 

SCIII-TyrA, ClbN-TyrA y H1H2ClbNSCIII-TyrA. Estos genes fueron construidos 

previamente por el Dr. Joel Osuna41.  

Para construir los genes codificantes para las proteínas de fusión H1ClbNSCIII-TyrA y 

JoMut-TyrA se llevó a cabo lo siguiente: 

Construcción del gen que codifica  H1ClbNSCIII-TyrA.  

Para la construcción de este gen se utilizó como plantilla el plásmido que contiene el gen 

codificante para la proteína de fusión SCIII-TyrA y se diseñaron los oligonucleótidos de la 

Tabla 1, los cuales se sintetizaron en la Unidad de síntesis del IBt/UNAM. 

Se  realizaron 2 PCRs para la construcción de la secuencia que codifica para el motivo 

H1ClbNSCIII-TyrA. En la primera se añadió al gen scIII, el fragmento que codifica para la 

hélice 1 del módulo ClbN mediante el oligonucleótido H1ClbNtoSCIIIFor (forward)  y el 

oligonucleótido Back (reverse). Posteriormente el producto obtenido se utilizó como 

plantilla para un segundo proceso de PCR donde los oligonucleótidos utilizados fueron 

ClbNNcoIH6For (forward) y Back (reverse). El oligonucleótido ClbNNcoIH6for añade un 

sitio NcoI en el extremo 5´ para la clonación en el vector y una secuencia que codifica para 

una etiqueta de 6 histidinas para fines de purificación. El oligonucleótido Back hibrida en 

una zona de tyrA.  
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Oligonucleótido Secuencia  

H1ClbNtoSCIIIFor 5´ AAA AGC CCC GAA GAG CTG AAA GGG ATC TTC GAA 

AAA TAC GAC AAA AAC GCG GAC GGG 3´ 

ClbNNcoIH6For 5´ CGG CGG CCA TGG CCC ACC ATC ACC ATC ACC ATA 

AAA GCC CCG AAG AGC TG 3´ 

Back 5´ CAG TCA TGT TGC TCC AGA AT 3´ 

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados para la construcción del gen que 

codifica para la variante H1ClbNSCIII-TyrA. 

 

Construcción del gen codificante para JoMut.  

Para dicha construcción se utilizaron los oligonucleótidos que se muestran en la tabla 2:  

 

Oligonucleótido Secuencia  

JoFor 5´ GAA AGG GAT CTT CGA AAA ATA CGA CAA AGA AGG 

TGA CGG GCA GCT CTC CAA AGA AGA G 3´ 

ClbNNcoIH6For 5´ CGG CGG CCA TGG CCC ACC ATC ACC ATC ACC ATA 

AAA GCC CCG AAG AGC TG 3´ 

Back 5´ CAG TCA TGT TGC TCC AGA AT 3´ 

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados para la construcción del gen que 

codifica para la variante JoMut. 

 

Para la primer PCR se usó como plantilla el plásmido que contiene la construcción génica 

de la proteína de fusión ClbN-TyrA, así como los oligonucleótidos JoFor (forward)  y Back 

(reverse). En la segunda PCR se utilizó nuevamente dicho plásmido como templado, pero 

se amplificó usando el oligonucleótido ClbNNcoIH6For  como forward y como reverse  el 
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producto  obtenido de la  PCR anterior. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un 

volumen total de 100 µl como se describe en el anexo 1.1. 

Los fragmentos obtenidos en ambos casos  poseen un sitio de restricción NcoI y la 

secuencia codificante para 6 histidinas (His6-tag) en el extremo 5´ y el sitio de restricción 

PstI en el extremo 3´.  

Estas construcciones se purificaron a partir de un gel de agarosa al 1% de acuerdo a lo 

recomendado en el instructivo del kit  de Roche “High PCR purification isolation” y se 

corroboró la purificación mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los 

fragmentos fueron digeridos con las enzimas correspondientes y ligados en el vector 

denominado “pseudo proteína T silvestre”  construido por Osuna y colaboradores42 a partir 

del vector de expresión pTrc99A que posee un promotor trp regulado por el represor LacI y 

resistencia a ampicilina. Este vector contiene el gen tyrA clonado mediante su extremo 3´ 

mientras que el extremo 5´ cuenta con un sitio PstI libre.  El gen construido se clonó entre 

el sitio NcoI presente en el sitio de clonación múltiple del vector pTrc99A y el sitio PstI 

localizado en el extremo 5´ de tyrA. Las reacciones de digestión y ligación se muestran en 

el anexo 1.2. 

Transformación de la cepa MC1061 de E. coli 

El producto de las ligaciones se utilizó para transformar por electroporación  células 

electrocompetentes de la cepa MC1061 de E. coli, para la obtención de las construcciones. 

Se plaquearon 200 µL de las células electroporadas en cajas con medio de cultivo LB 

(Lysogeny broth) suplementado con Ampicilina a una concentración de 200 µg/mL (LB-

Amp) (Anexo 2.1). Se incubaron a 30 °C  durante 12 horas para su crecimiento. La 

ampicilina permite seleccionar a las células que fueron transformadas por el plásmido. 

Una colonia  de las obtenidas de cada construcción se utilizó para inocular 5 mL de LB-

Amp líquido y se dejaron crecer durante 10 horas a 30 °C con agitación a 250 rpm. 

Transcurrido dicho periodo, se purificaron los plásmidos utilizando el “High pure plasmid 

isolation kit” de Roche y se corroboró por digestión con las enzimas NcoI y PstI la 

presencia del fragmento. Finalmente los plásmidos obtenidos se secuenciaron en la Unidad 
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de síntesis del IBt/UNAM para asegurar que las construcciones fueran correctas para lo 

cual se usó el oligonucleótido mostrado en la tabla 3. 

 

Oligonucleótido  Secuencia 

99Nco 5´ GCG CCG ACA TCA TAA CGG TTC TGG C 3´ 

Tabla 3. Secuencia del oligonucleótido usado para la secuenciación de los plásmidos. 

 

Sobreexpresión de las proteínas de fusión para purificación  

Las proteínas se sobreexpresaron en la cepa FA114 de E. coli  que carece del gen 

cromosomal que codifica para la proteína T, evitando así la actividad silvestre de esta 

proteína. La cepa contiene el gen de resistencia a Kanamicina por lo cual, los medios 

utilizados fueron suplementados con este antibiótico de manera que se asegurara la 

presencia de nuestra cepa y se evitara la contaminación con otros organismos. Para la 

sobreexpresión se siguió el procedimiento descrito en el anexo 3.1.  

Purificación de las proteínas 

I. Las células se resuspendieron en 10 ml de buffer de unión  y se lisaron en un Sonicador 

Branson 450 dando seis pulsos de 50 %  de intensidad por 30 s, manteniendo la muestra en 

un baño de hielo. La muestra se dejó enfriar 120 s entre cada pulso. 

II. Se centrifugó el lisado  a 12 000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. 

III. Las variantes fueron purificadas utilizando cromatografía de afinidad para lo cual la 

fracción soluble se hizo pasar por una columna con 3 mL de níquel-agarosa. 

Las columnas se  lavaron con agua grado milliQ y se cargaron con níquel mediante 

una solución 50 mM de NiSO4.  Posteriormente las columnas se equilibraron con 30 

mL de buffer de unión (5 mM imidazol 0.5 M NaCl 0.5 M TRIS pH 7.5). Los 

extractos celulares que contienen las proteínas se cargaron en la columna y se 
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lavaron con 18 mL de buffer de lavado (35 mM imidazol 0.5 M NaCl 0.5 M TRIS 

pH 7.5). 

IV. Las proteínas unidas a la columna por la cola de His6 se eluyeron con 2 mL de buffer 

de elución que contenía 300 mM de imidazol. 

La pureza y calidad de las proteínas de fusión EF-hand-TyrA se confirmó mediante una 

electroforesis SDS-PAGE al 10 % y se determinó la concentración de cada una de las 

variantes por el método de Bradford. 

Ensayos de actividad enzimática 

Se realizaron ensayos de la actividad para la proteína reportera TyrA mediante la medición 

de la aparición de NADH a 340 nm, tal como se describe en Osuna y colaboradores42.  

Se determinó mediante este ensayo que en los módulos individuales de EF-hand tipo sensor 

fusionados a la proteína TyrA, presentan un comportamiento tipo switch para la actividad 

de TyrA en presencia/ausencia de calcio mientras que en los motivos de las proteínas tipo 

modulador fusionados a TyrA el cambio es mínimo.  

Para el análisis de las proteínas de fusión se determinó la concentración para cada una de 

las proteínas mediante el método de Bradford. 

Los ensayos de la actividad enzimática se realizaron con una cantidad de enzima pura de 2 

µg por reacción. Las reacciones enzimáticas se llevaron a cabo en una placa de 96 pozos en 

un volumen de 150 µL. La mezcla de reacción contiene  la enzima purificada, 2 mM de 

NAD+, 1 mM de DTT. La reacción se inició añadiendo ácido prefénico (PPA) a una 

concentración final de 0.2 mM, que es suficiente para asegurar condiciones de saturación. 

El amortiguador usado para la reacción consiste en 50 mM de TRIS pH 7.5, 0.1 mg/ml 

BSA. Para determinar el comportamiento del reportero en ausencia y presencia de calcio, se 

añadió calcio a una concentración final de 2 mM, mientras en las que se deseaba analizar al 

módulo libre de calcio se agregó EDTA a una concentración final de 1 mM. 

Se realizó también un análisis de la actividad enzimática a varias concentraciones de calcio. 

Dichas concentraciones se muestran en la parte de resultados y se llevó a cabo tal como se 

describió para el análisis de actividad enzimática en presencia de 2 mM de Ca2+. Las 



 
35 

 

proteínas de fusión fueron previamente dializadas con EDTA para remover el calcio 

presente en las proteínas. El proceso de diálisis se describe en el anexo 3.2. 

Todas las pruebas de actividad enzimática se realizaron por triplicado y se monitoreron a 

una longitud de onda de 340 nm, usando un lector de placa Safire controlada por la 

plataforma TECAN (Tecan Group LTD, Männedorf, Suiza). 

Determinación del grado de oligomerización de las proteínas EF-hand-

TyrA 

Las proteínas purificadas se analizaron mediante cromatografía de exclusión molecular para 

determinar su estado de oligomerización. Se determinó el estado oligomérico en  las tres 

condiciones en las que se evaluó la actividad enzimática del reportero: Posterior al proceso 

de purificación, en presencia de calcio y en ausencia de calcio (EDTA). 

Para dicho fin se utilizó una columna Beckman Ultraspherogel SEC 3000 acoplada a un 

equipo HPLC system Gold Beckman. La detección se realizó con un detector UV a 280 

nm. Se inyectaron aproximadamente 50 µg de cada proteína y se corrió con un 

amortiguador TRIS 20 mM, NaCl 20 mM pH 7.5 a una velocidad de flujo de 0.7 ml/min. 

Dicho amortiguador, en el caso del análisis en presencia de calcio, presentaba una 

concentración de 2 mM y en el caso del análisis en ausencia, se incluyó EDTA a una 

concentración 1 mM. La masa molecular aparente se determinó por comparación con el 

perfil de elución de un estándar de filtración en gel de Bio-Rad (1.352-670 KDa). 

Análisis de los cambios conformacionales en las proteínas de fusión 

mediante dicroísmo circular 

Para determinar posibles cambios en la estructura secundaria, tanto del módulo EF-hand 

como de TyrA, se llevó a cabo un análisis por dicroísmo circular. La proteína sensora tipo 

EF-hand (TnC) que se usó en este estudio no sufre un cambio en la proporción de hélices α 

como sucede en otras proteínas sensoras como la calmodulina, sin embargo, es necesario 

evaluar que no se esté sufriendo un cambio estructural subyacente debido a los cambios 

generados.  
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Los espectros de dicroísmo circular (CD por sus siglas en inglés) se registraron con un 

espectropolarímetro marca Jasco Modelo 715 (Analytical instruments), usando una celda de 

0.1-cm de longitud de paso óptico y midiendo en el intervalo de 190 a 260 nm. La 

temperatura se reguló mediante una contenedor de celda con temperatura-controlada por un 

Peltier (modelo PTC-4235, Jasco). Los espectros de CD se registraron  cada 1 nm con un 

tiempo de promedio de la señal de 8 s por punto y con un ancho de banda de 1 nm. Para 

cada muestra se promediaron tres espectros para aumentar la relación señal /ruido. 

Análisis de exposición de zonas hidrofóbicas mediante la interacción de 

las proteínas con ANS 

El ANS (Ácido 8-Anilinonaftaleno-1-Sulfónico ) es una sonda fluorescente de transferencia 

de carga que en soluciones acuosas esencialmente no fluoresce, pero en ambientes 

hidrofóbicos  incrementa su fluorescencia  fuertemente o cuando el movimiento rotacional 

del grupo fenilamino está restringido, tal es el caso cuando se encuentra en  solventes no 

polares o cuando se une a regiones hidrofóbicas de proteínas o membranas. Se sabe que el 

rendimiento cuántico de ANS es de 0.002 en soluciones acuosas, pero es cercano a 0.4 

cuando se une a BSA. Este  aumento drástico en el rendimiento cuántico permite que la 

sonda en su estado libre no interfiera con las propiedades espectrales de la fracción unida. 

Además, la longitud de onda máxima de fluorescencia del ANS muestra un desplazamiento 

hacia el azul en solventes poco polares relativo a un solvente altamente polar como el agua. 

Por estas características el ANS puede revelar la polaridad de sus entornos y por ello ha 

sido usado en estudios como pruebas de hidrofobicidad en proteínas43,44. 

Las proteínas de fusión analizadas fueron las variantes ClbN-TyrA y SCIII-TyrA las cuales 

corresponden a los módulos EF-hand parentales, esto con el fin de determinar si existe un 

comportamiento diferencial entre el módulo sensor y el modulador en el contexto de la 

proteína de fusión. Las proteínas se dializaron para eliminar el calcio previamente. Para 

este análisis se usó una solución 2 µM de proteína dializada y 40 µM de ANS. Para el 

análisis en presencia de calcio se añadió calcio a una concentración final de 1 mM. Para la 

preparación de la muestras se utilizó agua grado milliQ. Las proteínas se encontraban en un 
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amortiguador 10 mM TRIS-HCl pH 7.5, 10 mM de NaCl. Se midió el espectro de emisión 

de 400 a 700 nm a 20 °C usando 380 nm como longitud de onda de excitación para el ANS.  

 

PARTE 2. REINSERCIÓN DE LOS MÓDULOS CONSTRUÍDOS A LA 

PROTEÍNA CALBINDINA D9K Y SU ANÁLISIS  

Obtención de los genes codificantes para las proteínas Calbindina D9k 

reinsertando los motivos construidos 

Para la construcción de cada uno de los genes que codifican para las proteínas Calbindina 

D9k quimeras que contienen los módulos diseñados previamente, se utilizaron los 

oligonucleótidos que se enlistan en la tabla 4, los cuales se sintetizaron en la Unidad de 

síntesis del IBt/UNAM. 

Oligonucleótido Secuencia  

For1EFhand2ClbN 5´ CCA AGC ACC CTC GAT GAG CTT TTT GAA GAA TTA 

GAC AAG AAT GGA GAT GGC GAA GTT AGC TTC GAA G 3´ 

ForSCIII 5´ CGG CGG CCA TGG CCC ACC ATC ACC ATC ACC ATA 

AAA GCG AAG AGG AAC TG 3´ 

Back1EFhand2Clb 5´ GCC GCC AAG CTT TTA TTA CTG GGA GAT CTT TTT 

CAC CAA CAC CTG GAA TTC TTC GAA GCT AAC TTC GCC 

A 3´ 

Back2InterClbN  5´ CAT CGA GGG TGC TTG GAC CCT TCA GCA AGC TGG 

GGA ACT CGG TCT GGA GGA GCA GT 3´ 

Back2InterSCIII 5´ CAT CGA GGG TGC TTG GAC CCT TCA GCA AGC TGG 

GGA ACC CGG TCG CGC GGA GGA T 3´ 

Calb1NcoH6Forw 5´CGG CGG CCA TGG CCC ACC ATC ACC ATC ACC ATA 

AAA GCC CCG AAG AGC TG 3´ 

Tabla 4. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados para la construcción de las proteínas 

Calbindina D9k WT y las variantes 
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Para cada construcción se realizaron 3 reacciones de PCR utilizando los oligonucleótidos 

indicados en la tabla 4 como se describe en el anexo 1.3. 

La fragmentos obtenidos se analizaron siguiendo los métodos descritos en la primera parte, 

la obtención de los plásmidos con las construcciones se llevó a cabo en la cepa MC1061 de 

E. coli  como se ha descrito previamente.  

Sobreexpresión y purificación de las proteínas  

Las proteínas se sobreexpresaron en la cepa FA114 de E. coli siguiendo la metodología 

descrita para las sobreexpresión de las proteínas de fusión y la purificación se realizó como 

se describe a continuación: 

I. Las células se resuspendieron en 10 mL de buffer de unión  y se lisaron con un sonicador 

Branson 450 dando seis pulsos de 50 %  de 30 s, manteniendo la muestra en un baño de 

hielo. La muestra se dejó enfriar 120 s entre cada pulso. 

II. Se centrifugó el lisado  a 12 000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. 

III. Las variantes fueron purificadas utilizando cromatografía de afinidad para lo cual la 

fracción soluble se hizo pasar por una columna con 3 mL de níquel-agarosa. 

El extracto celular fue cargado sobre columnas previamente lavadas con agua grado 

milliQ y cargadas con níquel con una solución 50 mM de NiSO4 y equilibradas con 

30 ml de buffer unión (5 mM imidazol 0.5 M NaCl 0.5 M TRIS pH 7.5). 

La columna fue lavada con 18 mL de buffer de lavado (35mM imidazol 0.5 M NaCl 

0.5 M TRIS pH 7.5). 

IV. Para la elución de las proteínas  unidas a la columna por la cola de His6  se utilizó un 

volumen de columna de una solución de imidazol 70 mM. 

Posteriormente, las proteínas fueron dializadas con el fin de remover tanto el calcio unido a 

las proteínas, como el imidazol del proceso de purificación. Finalmente la pureza de las 

proteínas se corroboró a través de un gel SDS-PAGE al 10% y se determinó la 

concentración de cada proteína mediante el método de Bradford. 
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Análisis de cambios en estructura secundaria en respuesta a calcio 

mediante dicroísmo circular de las proteínas  Calbindina D9k WT y 

quimeras 
Debido a que una característica distintiva de las proteínas sensoras de calcio es que luego 

de la unión del metal se inducen cambios en su estructura secundaria, se analizó el 

comportamiento de  las variantes construidas mediante dicroísmo circular en presencia y 

ausencia de calcio.  

Los espectros de dicroísmo circular  se realizaron usando una celda de 0.1-cm de longitud 

de paso óptico con 300 µl de muestra a una concentración 0.2 mg/ml. Para el análisis en 

presencia de calcio se usó una concentración de 1 mM de CaCl2. Al igual que los análisis 

de las proteínas de fusión se utilizó un  espectropolarímetro marca Jasco Modelo 715 

(Analytical instruments), midiendo en el intervalo de 190 a 260 nm. La temperatura se 

reguló mediante una contenedor de celda con temperatura controlada por un Peltier 

(modelo PTC-4235, Jasco). Los espectros de CD se registraron  cada 1 nm con un tiempo 

promedio de la señal de 8 s por punto y con un ancho de banda de 1 nm. Para cada muestra 

se promediaron tres espectros para aumentar la relación señal/ ruido. 

Análisis de fluorescencia extrínseca  de las proteínas en respuesta a calcio 

Para determinar la exposición de regiones hidrofóbicas en respuesta a la unión a calcio se 
realizó un análisis de fluorescencia extrínseca  mediante la interacción con ANS siguiendo 
las condiciones que se describieron previamente.  

Para este análisis se utilizaron 400 µL de muestra a una concentración de 0.2 mg/ml. El 
análisis en presencia de calcio se realizó usando varias concentraciones de calcio para las 
proteínas en las que se ha observado un comportamiento tipo sensor, mientras que para las 
del tipo modulador se realizó en ausencia y en presencia de 1 mM de calcio. La muestra fue  
excitada a 380 nm de longitud de onda y se colectó la emisión de fluorescencia mediante un 
barrido de 400  a 700 nm a una velocidad de 100 nm/min. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

PARTE 1. ANÁLISIS CONFORMACIONAL DE LOS MÓDULOS 

INDIVIDUALES HIClbNSCIII, HIH2ClbNSCIII, JOMUT, Y LOS MOTIVOS 

ClbN Y SCIII EN EL CONTEXTO DEL SISTEMA REPORTERO  

Genes codificantes para las variantes HIClbNSCIII, HIH2ClbNSCIII, JoMut, 

y los motivos WT ClbN y SCIII fusionados a TyrA  

Se obtuvieron los plásmidos con las 5 construcciones deseadas: ClbN-TyrA, SCIII-TyrA, 

H1ClbNSCIII-TyrA, H1H2ClbNSCIII-TyrA y JoMut-TyrA.  Estos plásmidos contienen el gen 

del motivo EF-hand unido mediante su extremo 3' al extremo 5' del gen tyrA en el plásmido 

pTrc99A.  

Esta construcción génica codifica para las proteínas de fusión EF-hand-TyrA unidas 

mediante el extremo C de las EF-hand al N terminal de la proteína TyrA y tienen un peso 

aproximado de 35 kDa. A continuación se muestran de manera general las características de 

los EF-hand fusionados y se muestra un esquema en la figura 10. 

ClbN: Representa un módulo EF-hand modulador individual proveniente de la proteína 

Calbindina D9k bovina.  

SCIII: Es un módulo EH-hand tipo canónico de Troponina C por lo que sufre un cambio 

conformacional significativo al unir calcio.   

H1ClbNSCIII: Esta mutante posee la hélice 1 de Calbindina D9k y el asa de unión a calcio y 

la hélice 2 de la Troponina C. 

H1H2ClbNSCIII: Este módulo posee ambas hélices provenientes de la Calbindina D9k y solo 

el asa de unión a calcio de la Troponina C. 

JoMut: En esta mutante reportada por Johansson y colaboradores32 fueron eliminados los 

residuos A14 y N21, mientras que otros dos residuos del asa fueron sustituidos: A15D y 

P20G. 
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Purificación de las proteínas fusionadas 

Todas las variantes fueron sobre-expresadas y purificadas exitosamente (Figura 11). Para 

cada una de las mismas se determinó el rendimiento de la purificación obtenida a partir de 

un litro de cultivo (aproximadamente a 95% de pureza determinado por densitometría en el 

gel SDS-PAGE). 

 

 

                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       

Figura 10.  EF-hand quiméricos. Se muestra una representación de 

las distintas construcciones generadas. Las hélicesαse muestran 

como cilindros. 
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    Proteína 
Concentración  en 

mg/L 

ClbN-TyrA 

SCIII-TyrA 

H1ClbNSCIII-TyrA 

H1H2ClbNSCIII-TyrA 

JoMut 

12.8 

7 

31.5 

20.5 

10.8 

Tabla 5. Concentraciones obtenidas de la 
purificación de las proteínas de fusión EF-
hand-TyrA 

 

La concentración de la proteína purificada se determinó mediante el método de Bradford. 

Ensayos de la actividad enzimática de TyrA 

Los ensayos de actividad se realizaron por triplicado, se utilizó 2 µg de la proteína pura y se 

monitoreó la aparición de NADH. Los resultados de este ensayo se muestran en la figura 

12. 

Figura 11.  Proteínas purificadas. 1:ClbN-Tyra, 
2:SCIII-TyrA, 3:  H1ClbNSCIII.-TyrA 4:  
H1H2ClbNSCIII-TyrA y 5:JoMut-TyrA 

                                                                                       

1        2       3       4      5 
35 kDa 
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El análisis de la actividad enzimática mostró que todas las variantes analizadas presentan la 

formación de dímeros tal como ya se había reportado41.  

La proteína de fusión ClbN-TyrA muestra actividad del reportero sin importar la ausencia o 

presencia de Ca2+,  aunque en presencia de calcio se ve disminuida en aproximadamente un 

30% con respecto a la forma libre de calcio. Este cambio, si bien nos habla de ligeros 
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E. JoMut-TyrA 
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Figura 12: Actividad enzimática de TyrA en las proteínas de fusión EF-hand-TyrA. 

Absorbancia a 340 nm. Izquierda, gráficas de actividad enzimática para cada proteína de 

fusión. Derecha, producción de NADH en la reacción. Se muestra el comportamiento de la 

variante sin tratamiento (nombre de la variante), sin Ca2+ (+EDTA) y con calcio (+Ca2+). 
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cambios conformacionales, éstos no son suficientes para desestabilizar de forma importante 

el dímero de TyrA. Se observa que esta proteína de fusión se encuentra libre de Ca2+ luego 

del proceso de purificación ya que su actividad es similar a la observada en presencia de 

EDTA. 

En contraste, la proteína SCIII-TyrA, muestra el comportamiento tipo switch, el cual fue 

previamente reportado por nuestro grupo41. En presencia de calcio la actividad del reportero 

prácticamente se elimina, lo cual indica que, debido a los cambios conformacionales 

inducidos por  la unión a Ca2+ en el motivo EF-hand se desestabiliza el dímero de TyrA, el 

cual es necesario para su actividad enzimática; por otro lado se observa también que esta 

proteína viene libre de calcio luego de la purificación, pues presenta una actividad 

importante de TyrA que no se ve alterada por la presencia de EDTA, lo que sugiere una 

menor afinidad respecto a la proteína de fusión ClbN-TyrA. 

Las proteínas HIClbNSCIII-TyrA y HIH2ClbNSCIII-TyrA muestran un comportamiento 

similar al tipo switch observado en SCIII-TyrA, ya que sólo en ausencia de calcio muestran 

actividad de TyrA, la cual prácticamente desaparece en presencia del ión. Sin embargo, es 

interesante resaltar que las proteínas recién purificadas, presentan una actividad muy 

disminuida, indicando que se encuentran con Ca2+ unido desde su expresión. Esto nos 

podría indicar una mayor afinidad por Ca2+ que los módulos tipo silvestre debido quizá a un 

cambio en la constante de disociación en comparación al módulo silvestre. 

Finalmente la proteína JoMut muestra un comportamiento más parecido al de la proteína 

moduladora, la cual presenta actividad elevada en ausencia de calcio, mientras que cuando 

une calcio dicha actividad solo se ve disminuida ligeramente indicando que el rearreglo 

inducido por el Ca2+ es mínimo, y no es suficiente para desestabilizar el dímero de TyrA. 

Esto concuerda con los resultados de Johansson y colaboradores32 de manera que los 

cambios realizados en este EF-hand, los cuales fueron encaminados para convertir este EF-

hand no canónico en uno canónico, no son suficientes para conferirle un comportamiento 

sensor a nivel de motivo individual , ni en el contexto de la proteína completa Calbindina 

D9k, tal y como lo reportó el mismo grupo. 
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Determinación de constantes de unión a calcio aparentes de las proteínas 

Calbindinas D9k quiméricas 

De acuerdo al comportamiento observado en la actividad del sistema reportero en presencia 
y ausencia de calcio se determinaron las constantes de afinidad aparente a calcio de 
aquellas proteínas de fusión que mostraban un cambio robusto en la actividad de la proteína 
reportera. Los perfiles de actividad observados a diferentes concentraciones de calcio se 
muestran a continuación (Figura 13): 
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Se observó que las proteínas de tipo modulador; ClbN-TyrA y JoMut-TyrA no muestran 
cambios importantes en la actividad del reportero en las diferentes concentraciones de 
calcio analizadas, mientras que las de tipo sensor, presentan actividad enzimática 
dependiente de la concentración de calcio en la reacción. Debido a lo observado en las 
proteínas de fusión con comportamiento sensor, se determinaron constantes de afinidad a 
calcio aparentes mediante el ajuste de las velocidades iniciales en las distintas 
concentraciones de calcio a la ecuación de Michaelis Menten para las variantes 
HIClbNSCIII-TyrA y HIH2ClbNSCIII-TyrA, mientras que el comportamiento de SCIII se 
ajustó a una ecuación de Bidosis-respuesta usando el programa OriginLab. Los ajustes se 
muestran en el anexo 4. 

En la tabla 6 se muestran las constantes de afinidad a calcio obtenidas para los 
homodímeros  SCIII,  HIClbNSCIII y  HIH2ClbNSCIII con nuestro sistema reportero, así 
como afinidades reportadas previamente para el homodímero SCIII y el módulo ClbN. Se 
ha reportado que las constantes de disociación encontradas para péptidos individuales son 
mucho mayores a las de los mismos sitios en la proteína completa39. Para el homodímero 
SCIII se determinaron dos Kd, una de 3 µM y otra de 1 mM, sin embargo la Kd 
determinada para este mismo sitio en la proteína completa es de 20 nM39. Con nuestro 
sistema reportero determinamos para este sitio dos afinidades aparentes de unión a Ca2+; 
una de 7 µM y otra de 39 µM, siendo el primer valor muy cercano al reportado 
previamente, sin embargo, el segundo de los valores muestra afinidades mayores a las 
reportadas para este dímero. El hecho de que se observen dos constantes de afinidad nos 
sugiere una falta de cooperatividad en la unión del calcio en un par EF-hand. 
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Figura 13. Perfiles de actividad enzimática de las proteínas de fusión a diferentes 
concentraciones de calcio. 
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EF-hand Afinidad a Ca2+ Afinidades determinadas mediante el 
sistema EF-hand-TyrA 

Sitio III con IV de TnC Kd=20 nM37  

ClbN  Kd=20 nM22  

SCIII Kd= 3 µM38   
Kd=1mM38 

Kmap= 7 µM  
Kmap= 39 µM 

HIClbNSCIII  Kmap = 68 nM 

HIH2ClbNSCIII  Kmap = 1 µM 

Tabla 6. Constantes de afinidad reportadas para el sitio III de Troponina, ClbN y el 
homodímero SCIII y constantes de afinidad obtenidas mediantes nuestro sistema reportero 
para los módulos SCIII, HIClbNSCIII y HIH2ClbNSCIII. 
 

En el caso del módulo quimérico HIClbNSCIII se encuentra en el mismo intervalo de los 
reportados en el módulo ClbN en el contexto de la proteína completa, de manera que la 
afinidad se ve poco afectada por los cambios realizados, sin embargo presenta ya un 
cambio conformacional dependiente de calcio parecido al motivo sensor. 

Finalmente, para la variante HIH2ClbNSCIII se observó un constante de afinidad aparente  
de 1 µM, la cual es cercana a las observadas en los reportes previos de módulos SCIII 
individuales, y al igual que este motivo presenta también ya un cambio conformacional 
dependiente de Ca2+. El determinar solo una constante de afinidad aparente para ambas 
proteínas quiméricas puede indicar un alto grado de cooperatividad, a diferencia del 
homdímero SCIII. Otro resultado interesante, es que el módulo que presenta un mayor 
contenido proveniente de la proteína SCIII presenta mayor afinidad por Ca2+ que aquel 
donde solo se cambió el asa de unión a Ca2+.  

Determinación de la oligomerización de las proteínas de fusión 

El análisis del estado de oligomerización de las proteínas quiméricas EF-hand –TyrA se 

muestra en la figura 14.  
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Figura 14. Cromatogramas de cada variante usando una columna de exclusión molecular: 
En magenta la proteína pura, en negro la proteína pura en presencia de 2mM de calcio y en 
naranja la proteína pura con 1mM de EDTA 
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De manera general se observa que la formación de dímero está presente en todas las 
proteínas. Sin embargo, se observa un pico que indicaría un mayor grado de 
oligomerización (señalado con una flecha roja) en las mutantes HIClbNSCIII y 
HIH2ClbNSCIII en presencia de calcio. Por otro lado, la variante JoMut muestra un 
retardamiento en la elución, lo cual, de acuerdo con lo observado en las pruebas de 
actividad podría reflejar la presencia de varios “confórmeros”, algunos de los cuales logran 
aun estabilizar a la proteína TyrA y por ello la actividad se ve disminuida. La presencia de 
dímeros en las tres condiciones fue reportado también previamente por nuestro grupo41 y 
corrobora el hecho de que los cambios en la actividad enzimática del reportero, se debe a 
cambios en la orientación del dímero de TyrA provocado por el cambio conformacional 
inducido por la unión del Ca2+ en el motivo EF-hand tipo sensor y no por el rompimiento 
del dímero de las proteínas de fusión 

Análisis de los cambios en la conformación de las proteínas de fusión 

mediante dicroísmo circular 
Para determinar si los cambios observados en los ensayos de actividad enzimática se deben 

a cambios en la estructura secundaria de las proteínas de fusión o solo a cambios en la 

dirección de las hélices en los motivos EF-hand se realizó un análisis mediante dicroísmo 

circular (CD) cuyos resultados se muestran en la figura 15.  
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El análisis por dicroísmo circular (figura 15) nos muestra un espectro típico de hélices α, 

debido a que tanto el módulo EF-hand como TyrA poseen una estructura basada 

principalmente en hélices α. Los ensayos de actividad enzimática sugieren que aun en 

ausencia de Ca2+ debía darse la formación de dímeros con lo cual podíamos decir que los 

motivos EF-hand están estructurados. Esta hipótesis es corroborada por los análisis de 

dicroísmo circular, pues observamos que tanto en ausencia como en presencia de calcio, la 

estructura se mantiene constante, de modo que los cambios observados en la actividad 

enzimática de las proteínas de fusión HIClbNSCIII y  HIH2ClbNSCIII, así como en SCIII  

puede deberse a la modificación de la orientación de las hélices de los módulos EF-hand 

inducido por la unión a Ca2+.  

 
 
 
C 

2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0

-8 0

-6 0

-4 0

-2 0

0

2 0

4 0

nm

C
D

 (
m

d
e

g
)

H 1 + C a

H 1 + E D T A

 

 
 
 
D 

2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0

-8 0

-6 0

-4 0

-2 0

0

2 0

4 0

nm

C
D

 (
m

d
e

g
)

H 1 H 2 + C a

H 1 H 2 + E D T A

 

                                            E 

                                    

2 0 0 2 2 0 2 4 0 2 6 0 2 8 0

-8 0

-6 0

-4 0

-2 0

0

2 0

4 0

nm

C
D

 (
m

d
e

g
)

J o M u t+ C a

J o M u t+ E D T A

 
                                                           

Figura 15. Espectros de CD de las diferentes construcciones fusionadas a TyrA en 
presencia de 1 mM de C2+ (trazo negro) y ausencia (trazo rojo) de Ca2+. 
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Para las proteínas de fusión ClbN y JoMut se observa también que la estructura secundaria 

permanece constante en presencia y ausencia de Ca2+, mostrando que la estructura de estos 

módulos tampoco se modifica en ninguna de las condiciones. 

Es importante mencionar que, el hecho de no observar cambios conformacionales evidentes 

en ninguna de las condiciones analizadas, ni de manera diferencial entre proteínas de fusión 

con motivos moduladores y sensores, puede ser debido a que la señal de la proteína 

reportera TyrA, cuyo tamaño es mucho mayor que el de los módulos analizados, sea la que 

predomine en los espectros, enmascarando así cualquier cambio debido a estos módulos 

EF-hand. 

Análisis de exposición de zonas hidrofóbicas mediante la interacción  con 

ANS 

Para determinar si existen cambios conformacionales que expongan regiones hidrofóbicas 

al unir calcio, se determinó el espectro de fluorescencia de ANS en solución de las 

construcciones que contienen el módulo sensor y el modulador en presencia y en ausencia 

de calcio. Los espectros obtenidos se muestran a continuación: 
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Figura 16. Espectros de emisión de las variantes proteicas en presencia de 1,8-ANS en 
ausencia (línea negra) y presencia de calcio (línea roja). 
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Se observa que en ambas construcciones se da un aumento en la fluorescencia inducida por 
Ca2+. Sin embargo, no es posible determinar un comportamiento diferencial entre las 
proteínas de fusión que tienen un módulo sensor y las que tienen un módulo modulador. 
Este cambio sugiere la exposición de nuevas regiones luego de la interacción con calcio, sin 
embargo es necesario determinar la contribución en la fluorescencia por la proteína 
reportera así como zonas del módulo EF-hand ahora expuestas que pudieran ser 
enmascaradas por el reportero debido a su cercanía y tamaño. Adicionalmente se realizó un 
análisis de fluorescencia usando el lector de placa Safire controlada por la plataforma 
TECAN (Tecan Group LTD, Männedorf, Suiza) de todas las construcciones el cual se 
presenta en el anexo 4.1 y que muestran el mismo comportamiento que en la figura 16. 
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PARTE 2. REINSERCIÓN DE LOS MÓDULOS CONSTRUÍDOS A LA 

PROTEÍNA CALBINDINA D9K Y ANÁLISIS DE LA PROTEÍNA  

COMPLETA  

Obtención de los genes codificantes de las proteínas Calbindina D9k 

reinsertando los módulos construidos 

Se construyeron 5 plásmidos que contienen los genes que codifican para la proteína 
Calbindina D9k (ClbD9k) y las variantes con los módulos construidos: ClbD9kSCIII, ClbD9k- 
HIClbNSCIII,  y ClbD9k-HIH2ClbNSCIII y ClbD9k-JoMuT. 

 

    Proteína                    Secuencia de residuos de aminoácidos  

ClbD9k MAHHHHHHKSPEELKGIFEKYAAKEGDPNQLSKEELKLLLQTE
FPSLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ 

ClbD9kSCIII MAHHHHHHKSEEELANAFRIFDKNADGYIDIEELGEILRATGFP
SLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ 

ClbD9k- 

HIClbNSCIII 

MAHHHHHHKSPEELKGIFEKYDKNADGYIDIEELGEILRATGFP
SLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ 

ClbD9k-

HIH2ClbNSCIII 

MAHHHHHHKSPEELKGIFEKYDKNADGYIDKEELKLLLQTEFP
SLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ 

ClbD9k-JoMuT MAHHHHHHKSPEELKGIFEKYDKEGDGQLSKEELKLLLQTEFP
SLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ 

Tabla 7. Secuencia de residuos aminoacídicos de las proteínas Calbindina D9k WT y las 
variantes construidas 

 

Las proteínas obtenidas tienen un peso aproximado de 9.5 kDa y poseen una cola de seis 
histidinas para fines de purificación. La Calbindina D9k corresponde a la proteína silvestre; 
la ClbD9k-SCIII posee el sitio III de la proteína Troponina C que sustituye el módulo N 
terminal de la Calbindina D9k de modo que ambos sitios corresponden ahora a EF-hand de 
tipo canónico. ClbD9k-HIClbNSCIII, y ClbD9k-HIH2ClbNSCIII y ClbD9k-JoMuT consisten en la 
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inserción de los módulos EF-hand quiméricos correspondientes en el extremo N de 
Calbindina D9k tal y como se muestra en la figura 17. 

                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       

Figura 17. Esquema de las Calbindinas D9k con los EF-hand reinsertados  quiméricos. Se 

muestran las 5 construcciones generadas: ClbD9k, ClbD9k-SCIII, ClbD9k-HIClbNSCIII, y ClbD9k-

HIH2ClbNSCIII y ClbD9k-JoMuT. Las hélicesαse muestran como cilindros. 
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Expresión y purificación de las proteínas Calbindina D9k quimeras  

La expresión y purificación de las proteínas se llevó a cabo como se describió previamente 
para las proteínas fusionadas a TyrA. Adicionalmente se realizó una diálisis para eliminar 
el exceso de imidazol usado para fines de purificación, así como para eliminar el calcio 
presente en las proteínas para realizar análisis en ausencia y presencia de calcio. El proceso 
de diálisis se describe en el anexo 3.2. 

Análisis para determinar si existe un cambio conformacional en la 

proteína completa de Calbindina D9k.  

Con el fin de determinar el efecto de la unión del calcio en las proteínas Calbindina D9k 

quiméricas se realizó un análisis de posibles cambios en la exposición de zonas 

hidrofóbicas, así como cambios en la estructura secundaria mediante dicroísmo circular.  

El análisis por dicroísmo circular se realizó debido a que se han observado cambios en la 

estructura secundaria en proteínas unidoras de calcio del tipo sensor  como la calmodulina 

al unir a calcio. Por otro lado, los cambios inducidos por el calcio en la Troponina C, se ha 

determinado que corresponden más que a un cambio en la estructura secundaria de la 

proteína, a un rearreglo en su estructura terciaria.  

El análisis por dicroísmo circular de las proteínas se realizó en presencia y ausencia de 

calcio. El análisis en presencia de calcio se llevó a cabo usando una concentración final de 

Ca2+ 1 mM. Los resultados para cada proteína en ambas condiciones se muestran en la 

figura 18. 
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Figura 18. Espectros de dicroísmo circular para las proteínas Calbindinas D9k silvestre y 
quimeras en ausencia (trazo negro) y presencia (trazo rojo) de calcio (1 mM). 
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En la tabla 8 se muestra el porcentaje de hélices α calculado para cada una de las variantes 

bajo las dos condiciones analizadas.  

En este análisis se observó que tal como se ha reportado previamente6, la proteína 

Calbindina D9k no sufre cambios en la estructura secundaria luego de la unión de Ca2+, pues 

la unión a calcio solo provoca la reorganización de algunos ligandos para la coordinación 

del ión, así el porcentaje de hélices calculado prácticamente se mantiene constante. Este 

comportamiento es también observado en la proteína quimérica Calbindina D9k-JoMut y es 

acorde a lo reportado por  Johansson y colaboradores32, quienes encontraron que los 

cambios que realizaron con el fin de modificar el  EF-hand no canónico de la Calbindina 

D9k (ClbN) no fueron suficientes para conferir un comportamiento sensor en esta. Por otro 

lado, es interesante el comportamiento observado en las variantes Calbindina D9k-SCIII y 

Calbindina D9k-HIClbNSCIII, donde se observa un aumento en la elipticidad de las proteínas 

inducido por la unión del calcio, y según el análisis de porcentaje de hélices α calculado, 

hay un aumento considerable en ambas proteínas provocado por la unión a Ca2+, dicho 

cambio puede deberse ya sea a una cambio en la estructura secundaria inducida quizá en el 

conector inter EF-hand o a un cambio en la organización de la estructura terciaria. Este 

Variante                Condición         Porcentaje de hélices α 

ClbD9k-WT               Sin Ca2+ 

                               1mM Ca2+ 
37.5 
37.8 

ClbD9k-SCIII             Sin Ca2+ 
                               1mM Ca2+ 

19.4 
35.8 

ClbD9k-HIClbNSCIII    Sin Ca2+ 
                               1mM Ca2+ 

23.4 
31.2 

ClbD9k-HIH2ClbNSCIII Sin Ca2+ 
                               1mM Ca2+ 

33.2 
31.7 

ClbD9k-JoMut            Sin Ca2+ 
                               1mM Ca2+ 

35.7 
34.9 

Tabla 8. Porcentaje de hélices α calculado utilizando el 
algoritmo Selcon 3 (The Self-Consistent Method). El análisis fue 
realizado para ambas condiciones. En ausencia de Ca2+ y 
presencia de Ca2+. 
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comportamiento ha sido observado en proteínas de tipo sensor como la proteína 

calmodulina, prototipo de este grupo de proteínas6.  

El comportamiento observado en estas dos variantes puede deberse a que se desestabiliza el 

núcleo hidrofóbico altamente estable, característico de la proteína Calbindina D9k y que se 

forma mediante interacciones entre las hélices α del EF-han N terminal y las del EF-hand C 

terminal. En el caso de la variante Calbindina D9k-SCIII las hélices α de EF-hand N terminal 

provienen del motivo SCIII, de manera que las nuevas interacciones con estas hélices α 

rompen el núcleo hidrofóbico o lo forman de una manera poco estable, de modo que los 

cambios conformacionales dependientes de Ca2+ que se indujeron con los cambios en un 

EF-hand no se evitan con estas interacciones y provocan además un cambio en la proteína 

completa. Un efecto similar se observa en la variante Calbindina D9k-HIClbNSCIII, a pesar de 

solo poseer una hélice del motivo SCIII.  

Cabe resaltar que ambas variantes contienen la hélice II proveniente de SCIII, lo cual puede 

además interrumpir las interacciones establecidas naturalmente entre el conector inter-EF-

hand y las hélices II y III que mantienen en Calbindina D9k las zonas hidrofóbicas 

enterradas como lo reporta Bunick y colaboradores6. Además, mantiene los 12 residuos que 

conforman el sitio de unión a calcio del módulo sensor SCIII los cuales se encuentran 

distribuidos en el asa y la hélice II. 

Sorpresivamente no observamos este comportamiento en la proteína Calbindina D9k-

HIH2ClbNSCIII, la cual también había mostrado una desactivación dependiente de calcio en el 

contexto del sistema reportero, en la cual el porcentaje de hélices α en ambas condiciones 

es prácticamente constante. Esto puede deberse a que en el caso de esta variante se 

mantienen las hélices α de la proteína Calbindina D9k, permitiendo el establecimiento del 

núcleo hidrofóbico que  evita los cambios conformacionales inducidos a nivel del motivo 

HIH2ClbNSCIII. 
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Análisis de fluorescencia extrínseca de las proteínas en respuesta a calcio 

Para complementar el análisis realizado por dicroísmo circular se realizó también el análisis 

de fluorescencia extrínseca mediante unión a ANS del cual se obtuvieron los espectros 

mostrados en la figura 19: 

A 

Calbindina D9kWT

400 500 600 700
0

200

400

600

800 Sin Ca

Ca 1 mM

nm

 

B 

Calbindina D9k-SCIII

400 500 600 700
0

200

400

600

800

Sin Ca

500 nM

5 M

10 M

30 M

50 M

100 M

1 mM

nm

 

 
C 

Calbindina D9k-HIClbNSCIII

400 500 600 700
0

200

400

600

800

Sin Ca

100 nM

 1 M

5 M

10 M

20 M

50 M

100 M

200 M

500 M

1 mM

nm

 

 
D 

Calbindina D9k-HIH2ClbNSCIII

400 500 600 700
0

200

400

600

800
Sin Ca

100 nM

1 M

5 M

10 M

20 M

30 M

1 mM

nm

 



 
61 

 

 

En todos los casos se pueden apreciar dos picos, uno con máximo (λmax) a 490 nm y otro a 

520 nm. En nuestras construcciones observamos, tal como se ha reportado previamente, 

que la Calbindina D9k no sufre cambios en la fluorescencia debido a la unión con Ca2+ pues 

no presenta exposición de superficies hidrofóbicas6. Este mismo fenómeno sucede en la 

Calbindina D9k-JoMut, mostrando que no existen cambios conformacionales inducidos por la 

unión del Ca2+ tal como se observó mediante el análisis por CD. En ambas proteínas se 

observa el pico máximo de fluorescencia en aproximadamente 520 nm en presencia y 

ausencia de Ca2+ y un hombro menor a 500 nm. 

Por otro lado, en las proteínas con los módulos que tienen componentes de SCIII se observa 

una modificación entre ambos picos, en ausencia de calcio el pico más grande es el que está 

alrededor de 520 nm y conforme se aumenta la concentración de calcio, se puede observar 

un desplazamiento en la proporción de ambos picos hasta el punto en el que el pico a 490 

aparece como mayoritario, mientras que el de 520 aparece como un hombro. El corrimiento 
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Figura 19. Espectros de fluorescencia extrínseca mediante la interacción con ANS en 
ausencia (trazo negro) y presencia (trazo rojo) de calcio. Análisis de diferentes 
concentraciones de calcio para las proteínas en las que se observó un comportamiento 
sensor según el sistema reportero. 
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del pico hacia longitudes de onda más bajas es indicativo de que el ANS se une a una 

región más hidrofóbica y por tanto refleja cambios conformacionales inducidos por calcio 

como se ha reportado para otras proteínas como CaM26. Bunick y colaboradores6 reportaron 

que las interacciones que el conector de unión de los EF-hand establece con las hélices II y 

III de la proteína pueden impedir la exposición de zonas hidrofóbicas amplias en CMB1, 

sin embargo, según este análisis, en las proteínas quiméricas construidas en este trabajo ha 

sido posible romper dichas interacciones. 

En la figura 19 se observa  que las variantes Calbindina D9k-SCIII  y Calbindina D9k-HIClbNSCIII 

muestran cambios significativos en la fluorescencia dependiente de calcio. En las 

concentraciones que van de 0 a 10 µM de calcio, ambas variantes muestran una ligera 

disminución en la fluorescencia, indicando una disminución en las zonas hidrofóbicas. El 

aumento de la fluorescencia en estas variantes y por lo tanto, el aumento en la exposición 

de regiones hidrofóbicas comienza a observarse a partir  de la concentración de calcio 

correspondiente a 20 µM. Sin embargo, este cambio parece ser mayor para la proteína 

Calbindina D9k-HIClbNSCIII. Si se comparan los espectros de estas proteínas se observa que la 

que contiene el módulo SCIII completo solo llega a la mitad de los cambios que se 

observan para la proteína que solo tiene una hélice y el asa SCIII, lo que podría implicar 

que la variante con el módulo SCIII completo tiene mucho menos afinidad a calcio o que 

las zonas hidrofóbicas expuestas son menores al unir al calcio. Esto podría estar indicando 

la relevancia de la hélice 1 de la Calbindina D9k en el aumento de la afinidad por calcio en 

ese módulo, de tal suerte que con esta quimera se da lugar a una proteína con mayor 

afinidad 

La variante Calbindina D9k-HIH2ClbNSCIII, por otro lado, muestra cambios mínimos en 

distintas concentraciones de calcio, indicando sólo cambios menores producidos por la 

unión a calcio, lo cual aunque es contradictorio a lo observado mediante el sistema 

reportero, es consistente con lo observado en el análisis por dicroísmo circular. Lo 

observado en la variante Calbindina D9k-HIH2ClbNSCIII puede explicarse debido a que en esta 

construcción se mantienen las dos hélices de la Calbindina D9k-WT, las cuales establecen 

interacciones altamente estables con las dos hélices de la parte C terminal de la proteína 

que dan lugar a la formación del núcleo hidrofóbico altamente estable característico de esta 
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proteína. Estas fuertes interacciones establecidas entre las hélices podría estar restringiendo 

el movimiento inducido a nivel de un solo EF-hand, el cual es observado en el contexto del 

sistema reportero. En el caso del sistema reportero, al ser un análisis de módulos 

individuales, no se establecen este tipo de interacciones de modo que podemos observar 

que aunque este módulo individual es flexible, en el contexto de la proteína completa el 

comportamiento y las características de un EF-hand, está determinado, por las interacciones 

globales del dominio globular más que por las del EF-hand individual. Esto nos muestra la 

importancia del establecimiento del apareamiento de los módulos EF-hand en este tipo de 

proteínas siendo necesario corroborar los análisis de módulos individuales en el contexto de 

la proteína completa. 
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CONCLUSIONES 

En el contexto de la proteína de fusión se ha podido discriminar entre aquellas proteínas 

que presentan un comportamiento tipo sensor, de las de tipo modulador. Las proteínas tipo 

sensor presentan cambio conformacional al unir calcio y al hacerlo desestabilizan la 

actividad de la proteína reportera TyrA lo que disminuye su actividad. Según los perfiles de 

actividad enzimática se determinó que las mutantes presentan un comportamiento tipo 

sensor, mientras la fusión JoMut-TyrA presenta un perfil tipo modulador. También fue 

posible determinar constantes de unión a calcio aparentes con nuestro sistema reportero 

mediante el seguimiento de la actividad de TyrA a distintas concentraciones de calcio. La 

constante de afinidad encontrada para la fusión con el módulo SCIII es cercana a los 

reportados en la literatura. En el caso de la afinidad de la variante HIClbNSCIII-TyrA ésta se 

encuentra en el mismo rango que la reportada para el módulo ClbN (68 nM y 20 nM 

respectivamente), siendo solo unas tres veces mayor al reportado, sin embargo presenta ya 

un cambio conformacional típico de las proteínas sensoras.  

El análisis conformacional de los módulos construidos en el contexto de las proteínas de 

fusión al reportero TyrA utilizando dicroísmo circular y fluorescencia extrínseca no arrojó 

ningún indicio de los cambios conformacionales, debido quizá a la presencia de la proteína 

reportera. Por esta razón se decidió realizar la reinserción de los módulos EF-hand 

analizados previamente a la proteína Calbindina D9k-WT, y caracterizarlas mediante 

dicroísmo circular y fluorescencia extrínseca en este contexto. 

Mediante dicroísmo circular observamos que tal como se ha reportado previamente, la 

proteína Calbindina D9k-WT no sufre cambios conformacionales dependientes de Ca2+ en su 

estructura secundaria. El mismo comportamiento es observado en la variante  Calbindina 

D9k-JoMut indicando que el cambio del asa no canónica a una canónica no es suficiente para 

conferir un comportamiento sensor a esta proteína. El comportamiento más interesante es 

observado en las variantes ClbD9k-SCIII  y ClbD9k-HIClbNSCIII que muestran un aumento en su 

estructura helicoidal en presencia de calcio, un comportamiento observado en las proteínas 

de tipo sensor. Este cambio dependiente de Ca2+ es también visto mediante el análisis de 

fluorescencia extrínseca. El hecho de que se observe ya un cambio conformacional 
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dependiente de Ca2+ creemos se debe a que en estas variantes se desestabilizaron las 

interacciones que forman las 4 hélices presentes en la Calbindina D9k, así como las 

interacciones que la hélices II de la Calbindina D9k forma con el conector inter-EF-hand y 

que mantiene los estados apo y holo en una misma conformación para esta proteína. 

Sorprendentemente, la quimera del módulo que contenía las dos hélices de la Calbindina 

D9k (ClbD9k-HIH2ClbNSCIII), a pesar de haber mostrado un comportamiento sensor en los 

ensayos de actividad, una vez transferido a la Calbindina D9k, no mostró cambios 

conformacionales dependientes de Ca2+. Esta discrepancia podría deberse a que la presencia 

del módulo C terminal de la Calbindina D9kWT anula la flexibilidad del módulo 

HIH2ClbNSCIII debido al núcleo hidrofóbico que se forma entre las hélices de ambos 

módulos. 

Finalmente podemos concluir que tanto la reinserción de un módulo sensor a la proteína 

moduladora Calbindina D9kWT, así como el intercambio de su asa de unión a calcio y la 

hélice II por los elementos correspondientes del módulo SCIII de la proteína Troponina C, 

fueron suficientes para conferir un comportamiento sensor a esta proteína moduladora 

siendo el más importante el cambio conformacional inducido por Ca2+, estableciendo así 

que el asa de unión a calcio y la hélice 2 son las unidades mínimas en las que radica el 

comportamiento sensor debido probablemente a que son los elementos que proveen los 

residuos de aminoácidos que forman el sitio de unión a calcio de un módulo sensor. 
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ANEXOS  

ANEXO 1. CONSTRUCCIÓN DE GENES  
1.1Construcción de las proteínas de fusión EF-hand-TyrA 

20 pmol del oligonucleótido H1ClbNtoSCIIIFor 

20 pmol del oligonucleótido Back 

200 ng del plásmido scIII-tyrA 

250 µM de DNTPs  

10 µl de buffer comercial  

2.5 unidades de Taq polimerasa  

2.5 mM de MgCl2 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo las siguientes condiciones  

 5 Ciclos  15 ciclos   

Desnaturalización inicial A B C A B C Extensión final 

94 °C 94°C 30°C 72°C 94°C 55°C 72°C 72 

3 min 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min 1 min 5min 

 

A Desnaturalización, B Alineamiento, C Extensión 

1.2 Digestión y ligación 

Digestión 

El producto de PCR purificado fue digerido con las enzimas NcoI y Pst para su posterior 

ligación al vector ptrc99a que fue previamente cortado con las mismas enzimas. La 

reacción se incubó a 37 °C durante 12 horas. 
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Una vez transcurrido dicho tiempo, los fragmentos digeridos se purificaron de acuerdo al 

protocolo de Roche y se corroboró nuevamente la purificación por una electroforesis en gel 

de agarosa al 1%. 

Ligación 

La ligación se llevó a cabo en el vector  

Para la reacción de ligación se utilizó: 

2 µl de Buffer de Fermentas 

10 µl de Inserto (60 ng) 

1.5 µl de Ligasa (1.5 U de Fermentas) 

2 µl del Vector (100 ng) 

4.5 µl de agua grado miliQ 

*Volumen final de 20 µl 

La ligación fue incubada a 16 °C durante 12 horas y posteriormente fue concentrada  por 

precipitación con butanol. 

1.3 PCR para la construcción de los genes que codifican para las proteínas completas 

Calbindinas D9k  

Construcción  Reacción 1 Reacción 2 Reacción 3 

CD9k WT -20pmol 

For1EFhand2ClbN 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

 

-20pmol 

Calb1NcoH6Forw 

-20pmol 

Back2InterClbN 

-200ng del plásmido 

con la construcción 

clbN-tyrA (templado) 

-20pmol 

Calb1NcoH6Forw 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

-10µL de los 

productos de la 

reacción 1 y de la 
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reacción 2 

CD9k-SCIII -20pmol 

For1EFhand2ClbN 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

-20pmol ForSCIII 

-20pmol 

Back2InterSCIII 

-200ng del 

plásmido con la 

construcción scIII-

tyrA (plantilla) 

-20pmol  ForSCIII 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

-10 µL de los 

productos de la 

reacción 1 y de la 

reacción 2 

CD9k-H1ClbNSCIII -20pmol 

For1EFhand2ClbN 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

 

20pmol 

Calb1NcoH6Forw 

-20pmol 

Back2InterClbN 

-200ng del 

plásmido con la 

construcción 

hIclbN-tyrA 

(plantilla) 

-20pmol 

Calb1NcoH6Forw 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

-10 µL de los 

productos de la 

reacción 1 y de la 

reacción 2 

CD9k-

H1H2ClbNSCIII 

-20pmol 

For1EFhand2ClbN 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

 

20pmol 

Calb1NcoH6Forw 

-20pmol 

Back2InterClbN 

-200ng del 

plásmido con la 

construcción 

hIh2clbN-tyrA 

(plantilla) 

-20pmol 

Calb1NcoH6Forw 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

-10 µL de los 

productos de la 

reacción 1 y de la 

reacción 2 

CD9k-JoMut -20pmol 20pmol -20pmol 
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For1EFhand2ClbN 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

 

Calb1NcoH6Forw 

-20pmol 

Back2InterClbN 

-200ng del 

plásmido con la 

construcción 

JoMutclbN-tyrA 

(plantilla) 

Calb1NcoH6Forw 

-20pmol 

Back1EFhand2Clb 

-10 µL de los 

productos de la 

reacción 1 y de la 

reacción 2 

 

 Cada reacción de PCR de 100 µl contenía: 

250 µM de DNTPs  

10 µl de buffer comercial  

2.5 unidades de Taq polimerasa  

2.5 mM de MgCl2 

 

ANEXO 2. MEDIOS DE CULTIVO Y AMORTIGUADORES  
2.1 Lysogeny Broth(LB) 

Para 1 litro 

 10 g de Bacto-triptona 

 5 g de extracto de levadura 

 10 g de NaCl 

 950 ml de agua desionizada 

pH ajustado a 7 con NaOH 

* Para medio sólido se agrega 15 g de Bacto agar por litro 
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ANEXO 3. PROTOCOLOS 

3.1 Sobreexpresión de proteínas  
I. Se transformaron por electroporación células FA114 con los plásmidos que poseen los 

genes de cada una de las variantes a estudiar. 

II. Se inocularon 50 µl de las células recuperadas de la electroporación en cajas de LB-

Amp-Km y se dejaron crecer 12 horas a 30 °C.  

III. Se tomó una colonia aislada de cada variante para inocular 10 ml de LB-Amp-Km y se 

incubó toda la noche a 30 °C. 

IV. Con los 10 ml del cultivo se inoculó 1 litro de LB-Amp-Km para cada variante. Se 

incubó a 30 °C y 250 rpm hasta alcanzar una OD600 nm de 0.6. 

V. La expresión de la proteína fue inducida con IPTG 0.5 mM y se continuó la incubación 

bajo las mismas condiciones durante 4 horas. 

VI. Las células cultivadas fueron colectadas por centrifugación a 6000 rpm en un rotor 

Beckman JA20 durante 20 min y congeladas a -70 °C para su posterior procesamiento. 

3.2 Diálisis 
El procedimiento de diálisis para eliminar tanto el exceso de imidazol proveniente del 

proceso de purificación, así como el Ca2+ unido a nuestras proteínas consistió en 8 cambios 

de la solución de diálisis. Todos los amortiguadores para la diálisis consisten en 10 mM de 

Tris HCl pH 7.5, 10 mM de NaCl. Del amortiguador 2 al 6  contienen 1 mM de DTT y se 

realizaron durante 1.5 horas, la diálisis final se dejó durante toda la noche. 

La diálisis 1 Se realizó durante 2 horas y el amortiguador contiene EDTA 10 mM y 2 mM 

de 2-mercaptoetanol.  

Del amortiguador 2 al 7 se fue disminuyendo la cantidad de EDTA para eliminarlo también 

en el proceso de la siguiente manera: Diálisis 2: 10 mM de EDTA, diálisis 3: 5 mM EDTA, 

diálisis 4: 2 mM de EDTA, diálisis 5: 1 mM de EDTA y finalmente las diálisis 6, 7 y 8 no 

contenían EDTA. 
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ANEXO 4. RESULTADOS ADICIONALES  

4.1 Espectros de fluorescencia para las proteínas de fusión EF-hand-TyrA 
Análisis de fluorescencia usando el lector de placa Safire controlada por la plataforma 
TECAN (Tecan Group LTD, Männedorf, Suiza) de todas las construcciones EF-had-TyrA. 
Para el análisis en presencia de calcio se utilizó una concentración 2 mM de Ca2+ mientras 
que para el análisis en ausencia de calcio se añadió 1 mM de EDTA. 

 

Figura 20. Espectros de emisión de las variantes proteicas en presencia de 1,8-ANS en 

ausencia (línea obscura) y presencia de calcio (línea clara). 

A 

 

B 

 

C 

 

 

D 

 

                                   E 
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4.2 Curvas y ajustes enzimáticos 
Los resultados obtenidos del análisis de actividad enzimática de las proteínas de fusión 

SCIII-TyrA, HIClbNSCIII-TyrA y  HIH2ClbNSCIII-TyrA son los siguientes: 

SCIII-TyrA 

 

HIClbNSCIII-TyrA 

 

 HIH2ClbNSCIII-TyrA 
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