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ABSTRACT  

The ribosme is a ribonucleoprotein complex conserved in all kingdoms of life whose function is to 

translate the information contained in the messenger RNA (mRNA) into protein. Ribosome 

synthesis is an energetically demanding and finely regulated process. The last step in the maturation 

of the 60S ribosomal subunit in the cytoplasm requires the release of the eukaryotic translation 

initiation factor 6 (human eIF6, yeast Tif6) from the nascent 60S particle by the join action of the 

Elongation Factor-like 1 (EFL1) GTPase and Shwachman-Bodian-Diamond Syndrome (human 

SBDS, yeast Sdo1). Mutations in any of these proteins prevent the release of eIF6 causing a disease 

known as the Shwachman-Diamond Syndrome (SDS). Mutations that do not affect the protein 

expression levels or its fold are still unclear. In this work we tried to addres the question, what 

mechanism affect the mutations in EFL1 that give rise to SDS? To this end we studied the 

functional consecuences of the mutation R1086Q in the GTPase Efl1 of Saccharomyces cerevisiae, 

a mutation equivalent to R1095Q in EFL1 described in SDS patients. Using isotermal titration 

calorimetry (ITC) we obtained the termodynamic signature for the interaction of Efl1 R1086Q 

mutant alone or bound to the effector Sdo1 with guanine nucleotides in the presence and absence 

of magnesium ions. The thermodynamic signature of the interaction with the nucleotides GTP and 

MgGTP was very different compared with the wild type Efl1. The binding to GTP and MgGTP 

was an endothermic proccess, while that to GDP was exothermic irrespective of the metal’s 

presence. This observation contrast with the thermodynamic signature for the binding of wild-type 

Efl1 to GTP/MgGTP, which was described by an exothermic process. The binding heat capacity 

(Cpb) changed from a negative large value for the wild type to nearly zero for the mutant. This 

implies that binding of the substrate to mutant Efl1 elicited a modest conformational change 

contrasting with the behavior observed in the GTPases. The interaction of Efl1 R1086Q with Sdo1 

was an order of magnitude weaker than that of the wild type and was not paired with a 

conformational change as the Cpb value was also close to zero. Thus Sdo1 couldn´t aconditionate 

the mutant to adopt the GTP-bound conformation.  

Currently little is known about the regulation of the complex Sdo1•60S in the activity of Efl1. 

Using fluorescence spectroscopy, we determined the dissociation constants of Efl1 wild type and 

mutant R1086Q for guanine nucleotides when present in a complex with Sdo1•60S. The Kd values 

for the  ternary complexes GTPase•Sdo1•60S binding to GTP were similar suggesting that the 

ribosomal subunit does not modify the affinity of the GTPase for the substrate.  
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Finally, we obtain the kinetic parameters of the mutants Efl1 R1086Q and L910K alone and in the 

presence of Sdo1. The kcat values for free mutants and bound to Sdo1 did not change respect to the 

wild type protein. In contrast the Km values decreased their value by half as previously observed, 

but the absolute number differ from those for the wild type protein reflecting the changes in the 

binding constants contained in this parameter. 

From our data, we propose a model where the conformational change in Efl1 depends on a long- 

distance network of interactions that are disrupted in mutant R1086Q, whereby Sdo1 and the 

guanine nucleotides no longer elicit the conformational changes previously described in the wild 

type protein. The comparative analysis of the thermodynamic sign offers a possible explanation for 

the molecular cause of SDS in humans. 

 

RESUMEN 

El ribosoma es un complejo ribonucleoproteico conservado en todos los dominios de la vida cuya 

función es traducir la información contenida en el RNA mensajero (mRNA) en proteínas. La 

síntesis de ribosomas es un proceso estrictamente regulado que involucra un alto costo energético. 

El último paso de maduración de la subunidad ribosomal 60S en citoplasma requiere la liberación 

del factor de inicio de la traducción 6 (eIF6 en humanos, Tif6 en levadura) de su superficie por la 

acción conjunta de la GTPasa EFL1 (Factor de elongación tipo 1) y su proteína efectora 

Shwachman-Bodian-Diamond Syndrome (SBDS en humanos, Sdo1 en levadura). Mutaciones en 

cualquiera de estas dos proteínas afecta negativamente la capacidad de liberar a eIF6 y en humanos 

ocasionan una enfermedad conocida como Síndrome Swhachman-Diamond (SDS). Las 

mutaciones pueden desestabilizar el plegamiento de estas proteínas o bien alterar su 

funcionamiento. En el presente trabajo no enfocamos en responder la pregunta ¿Qué mecanismo o 

mecanismos afectan las mutaciones en la proteína EFL1 que ocasionan SDS? Para lo cual 

estudiamos las consecuencias funcionales de la mutación R1086Q en la GTPasa Efl1 de 

Saccharomyces cerevisiae, una mutación equivalente a R1095Q en EFL1 de pacientes 

diagnosticados con SDS. Utilizando la técnica de calorimetría de titulación isotérmica (ITC) 

determinamos la firma termodinámica de la interacción de la mutante Efl1 R1086Q, sola y unida 

a Sdo1, con los nucleótidos de guanina en presencia y ausencia de iones magnesio. La firma 

termodinámica de la interacción con los nucleótidos GTP y MgGTP fue muy diferente a la 

reportada para la interacción con Efl1 silvestre. El proceso fue endotérmico en la mutante, en lugar 
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de ser exotérmico como ocurre con la proteína silvestre, con la consecuente alteración de la 

capacidad calorífica de unión (Cpb) que pasó de tener un valor negativo grande en la GTPasa 

silvestre a un valor cercano a cero para la mutante. Esto indica que la unión del nucleótido 

GTP/MgGTP a la Efl1 mutante resulta en un cambio conformacional pequeño, contrario a lo que 

ocurre generalmente en las GTPasas. La afinidad de Efl1 R1086Q con Sdo1 resultó un orden de 

magnitud más débil que el valor reportado para la proteína silvestre, además de que el valor de 

Cpb para su interacción es la mitad del valor reportado para la interacción con Efl1 silvestre. 

Actualmente se conoce poco sobre la influencia del complejo Sdo1•60S en la actividad de Efl1. 

Mediante experimentos de fluorescencia en estado estacionario se determinaron las constantes de 

disociación de Efl1 silvestre y mutante R1086Q por los nucleótidos de guanina unida al complejo 

Sdo1•60S. Los valores de Kd para los complejos ternarios GTPasa•Sdo1•60S por GTP fueron 

similares, lo que sugiere que la subunidad ribosomal no modifica la afinidad de la GTPasa por 

GTP. 

Finalmente se obtuvieron los parámetros cinéticos de las mutantes Efl1 R1086Q y L910K, solas y 

en presencia de Sdo1. Los valores de kcat no cambiaron respecto de la proteína silvestre. En 

contraste, los valores de Km disminuyeron su valor a la mitad como se había descrito anteriormente, 

pero el número absoluto difiere respecto al proteína de tipo silvestre, lo que refleja los cambios en 

las constantes de unión contenidas en este parámetro. 

Con base en nuestro estudio proponemos un modelo en el cual el cambio conformacional de la 

GTPasa Efl1 depende de una red de interacciones intramoleculares que comunican el dominio 

efector con el domino catalítico. La mutación R1086Q desacopla esta comunicación afectando el 

cambio conformacional y disminuyendo su capacidad para liberar a eIF6. El análisis comparativo 

de la firma termodinámica de Efl1 mutante con estudios previos para la GTPasa silvestre, ofrecen 

una posible explicación al origen molecular de la enfermedad SDS en humanos como consecuencia 

de mutaciones en EFL1. 
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2 ANTECEDENTES 

2.1 El ribosoma y la traducción del código genético  

Los ribosomas son complejos macromoleculares formados por rRNA y proteínas cuya función es 

la traducción del código genético. En eucariontes, el ribosoma está formado por una subunidad 

mayor 60S y una menor 40S que se asocian para para formar la molécula funcional 80S. La 

subunidad mayor se encuentra formada por 46 proteínas estructurales y tres rRNA diferentes (5S, 

5.8S y 25S/28S), y la menor comprende 33 proteínas ribosomales y un rRNA 18S. Ambas 

subunidades desempeñan funciones especializadas. La subunidad menor decodifica la información 

contenida en el RNA mensajero (mRNA) por medio de su reconocimiento por el anticodón en el 

aminoacil-transfer RNA (tRNA). La subunidad mayor cataliza la formación del enlace peptídico 

en una región que se conoce como centro peptidil transferasa (PTC) 1. Estructuralmente el ribosoma 

eucarionte es más grande y complejo que el procarionte ya que contiene una mayor cantidad de 

rRNA y de proteínas 2. Los segmentos de expansión en los rRNA de los ribosomas eucariontes son 

importantes en el reconocimiento de factores regulatorios que permiten al ribosoma ser más 

eficiente en velocidad y fidelidad de la traducción respecto a su contraparte procariota 3. 

La traducción del código genético se divide en cuatro etapas: Inicio, Elongación, Terminación y 

Reciclaje. El inicio de la traducción se lleva a cabo mediante el ensamblaje de un complejo 

denominado 43S en el extremo metilado 5’ del mRNA conocido como 5’-m7 G-cap. A 

continuación, el complejo 43S realiza un recorrido sobre el mRNA en dirección 5’ a 3’ que se 

conoce como escaneo y que se prolonga hasta que el complejo identifica el codón de inicio AUG. 

Los factores que participan en el inicio de la traducción se identifican con acrónimos que van del 

eIF1 al eIF6 4 (eukaryotic translation initiation factor, por sus siglas en inglés). El factor eIF1 

promueve la unión del tRNA a la subunidad 40S el cual se encuentra formando parte del complejo 

eIF2•GTP•Met-tRNAMet
i y el reconocimiento específico del codón AUG. Utilizando la técnica de 

crio-microscopía electrónica se determinó que este complejo induce una conformación abierta que 

comunica al mRNA con el tRNA y el surco de la subunidad 40S para que ocurra el reconocimiento 

del codón de inicio 5. A continuación, el factor eIF1 se libera del mRNA mediante el cierre del 

surco de la subunidad 40S, lo que permite que el tRNA adopte una orientación que puede ser 

reconocida por la subunidad mayor 6. En humanos, alteraciones en la liberación de eIF6 afecta 

negativamente la síntesis proteíca 7, una de las consecuencías de esta alteración es la aparición de 

SDS. El inicio de la traducción termina con la formación del complejo 80S en el cual el Met-
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tRNAMet
i se une en el sitio P (peptidil) del ribosoma, el anticodón del Met-tRNAMet

i se une al codón 

de inicio del mRNA y el segundo codón del mRNA queda posicionado en el sitio A (aminoacil) 

del ribosoma 8.  

La etapa de elongación inicia con la unión del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma. El primer 

paso de este proceso es la unión del complejo ternario formado por eEF1A•GTP•aminoacil-tRNA 

con el sitio A del ribosoma. Por hidrólisis de GTP se lleva a cabo la activación de eEF1A. A 

continuación, el complejo eEF1A•GDP es liberado, en este punto participa una región conservada 

en procariontes y eucariontes denominada centro peptidil transferasa, cuya función es posicionar 

al peptidil- y al aminoacil-tRNA permitiendo la formación del enlace peptídico. A continuación, 

participa otro factor denominado eIF5A, el cual se une al sitio E interactuando con el peptidil-

tRNA. Existe evidencia de que eIF5A participa en el posicionamiento de los sustratos que permiten 

la catálisis del enlace peptídico 9 10. A continuación el factor de elongación eEF2 lleva a cabo la 

translocación del peptidil-tRNA y del mRNA de tal forma que el sitio A queda vacante y listo para 

aceptar al próximo aminoacil-tRNA 11. 

La traducción termina cuando un codón de paro entra en el sitio A del ribosoma. En eucariontes 

este proceso es mediado por la GTPasa eRF3 y su activador eRF1. Este último es una proteína 

formada por tres dominios estructurales, con capacidad de reconocer los tres codones de paro en el 

sitio A, además presenta un motivo GGQ universalmente conservado. Existe evidencia de que este 

motivo es responsable de la liberación de la cadena polipeptídica que se origina en el centro peptidil 

transferasa 12. eRF1 utiliza GTP como sustrato y  forma un complejo en el cual el extremo C-

terminal interactúa con eRF3 aumentando la especificidad en el reconocimiento del codón de paro 

13. Una vez que el codón de paro ha entrado al sitio A, eRF3 cataliza la hidrólisis de GTP 

permitiendo el desensamble del complejo, de esta forma los constituyentes quedan listos para 

iniciar nuevos ciclos de traducción 14.  

 

2.2 Biogénesis ribosomal en eucariontes 

La biogénesis ribosomal es un proceso central en la fisiología celular que inicia en el nucleolo y 

termina en el citoplasma. Este proceso está conformado por tres etapas: 1) la transcripción y 

procesamiento del pre-rRNA ribosomal, 2) el plegamiento y ensamble del rRNA con proteínas 

ribosomales y 3) el transporte al citoplasma que es el compartimiento en donde se llevan a cabo 
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los últimos pasos de maduración antes de que las subunidades ribosomales estén disponible para 

comenzar la traducción.  

La biogénesis ribosomal es el mayor consumidor de energía en la célula. En S. cerevisiae cada 

célula en crecimiento contiene alrededor de 200,000 ribosomas que traducen aproximadamente 

13,000 proteínas por segundo 15. Se estima que el 30% de la traducción global en una célula en 

crecimiento se concentra en proteínas que participan en alguna etapa de la biogénesis, mientras que 

el 80% del RNA de la célula es RNA ribosomal 16 17. Debido a la importancia del ribosoma, su 

biogénesis es un proceso estrictamente controlado donde participan más de 200 proteínas 

especializadas que garantizan precisión en la síntesis, modificación, transporte y ensamble de las 

proteínas ribosomales con el rRNA.  

La primera etapa comienza en el nucleolo con la transcripción de un pre-rRNA policistrónico 35S. 

Este precursor es transcrito por la RNA polimerasa I a partir de secuencias repetidas en tándem que 

son codificadas en el rDNA. Este pre-rRNA se asocia con proteínas estructurales para formar la 

primer partícula pre-ribosmal 90S. Concomitantemente, el rRNA sufre modificaciones post-

transcripcionales como metilación de la ribosa y la base, así como pseudo-uridinilación 18. En el 

nucleolo el complejo 90S es escindido por asociación y disociación secuencial de endonucleasas y 

exonucleasas que actúan en un sitio denominado A2. El producto es una partícula pre-ribosomal 

20S, que es el precursor de la pre-subunidad menor y una partícula denominada 27SA2 pre-

ribosomal que es responsable del reclutamiento de las proteínas ribosomales que forman la pre-

subunidad 60S 19. La biogénesis de la subunidad mayor es más compleja que la de la subunidad 

menor. El ensamble de la subunidad mayor comienza en el nucleolo en donde participan proteínas 

que se caracterizan por presentar dominios de unión a RNA tales como Rrp5, Mak21, Noc2 y Nop4. 

Estas proteínas, son responsables de realizar funciones estructurales tales como compactar y 

modificar el rRNA formando estructuras rígidas que sirven de andamio para estabilizar el 

plegamiento del RNA. De forma co-transcripcional se llevan a cabo modificaciones covalentes del 

pre-rRNA que son realizadas por ribonucleoproteínas nucleolares pequeñas (snoRNPs). En el 

nucleolo comienza a tomar forma lo que posteriormente serán los centros funcionales de la 

subunidad mayor, como el centro de activación de GTPasas (GAC), el túnel de salida del 

polipéptido (PET) y el centro peptidil-transferasa (PTC). Por ejemplo, los factores de ensamble 

Nop2, Nip7, Noc3 y la metiltransferasa Spb1, se unen a los dominios IV y V de rRNA 25S para la 

formación del centro peptidil-transferasa. El ensamble de un fragmento que rodea el túnel de salida 
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es completado por los factores Ssf1-Rrp14 y Rrp15 quienes también permiten la asociación y 

estabilización de las proteínas ribosomales L19, L25 y L31.  

En el núcleo ocurren algunos pasos de remodelación que permiten a la pre-subunidad 60S quedar 

disponible para ser exportada al citoplasma, estos pasos incluyen la escisión y retiro del espaciador 

transcrito número 2 (ITS2), este proceso es realizado por tres complejos de nucleasas que son el 

Las1-Grc3-Rat1-Rai1 y el exosoma Ngl2-Rex1-3. La restructuración de la protuberancia central y 

control de calidad de los centros funcionales son procesos que ocurren en el núcleo antes de su 

exportación al citoplasma en donde ocurren las últimas etapas de maduración. En el citoplasma se 

liberan las últimas proteínas accesorias y se ensamblan nueve proteínas ribosomales, la liberación 

es mediada por GTPasas y ATPasas y se lleva a cabo a través de un proceso jerárquico. Un aspecto 

importante es que cada uno de los centros funcionales se encuentra asociado con el ensamble de 

factores que han cumplido con un control de calidad previo. Por ejemplo, el ensamble del factor 

Rlp24 que recluta y activa a la ATPasa Drg1 la cual cataliza el remplazo Rlp24 por su homólogo 

la proteína ribosomal L24 (Rpl24). Otros factores de ensamble como Rei1, Jjj1 y la chaperona 

Hsp70 las cuales son requeridas para la liberación de Arx1 y Alb1 que participan en el control de 

calidad del túnel de salida del polipéptido. En los dos últimos pasos de la maduración 

citoplasmática de la pre-subunidad 60S participan las GTPasas Lsg1 y Efl1 que actúan como 

factores de liberación para Nmd3 y Tif6 respectivamente. Se sabe que Nmd3 actúa como un control 

de calidad que verifica la integridad del centro peptidil-transferasa (PTC) 20 y marca uno de los 

pasos finales de la maduración nuclear uniéndose a la carioferina encargada de la exportación. Por 

su parte Tif6 es una proteína esencial en la viabilidad celular, su función es crear un impedimento 

estérico evitando la asociación prematura con la subunidad menor 21. La liberación de Tif6 es el 

último paso de la maduración citoplasmática y es un proceso que lleva a cabo la GTPasa Efl1 en 

conjunto con su proteína efectora Sdo1 22 23 (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Proceso secuencial de maduración de la subunidad ribosomal 60S en el citoplasma. Las proteínas 

accesorias EFL1 y SBDS liberan a eIF6, siendo este el último paso de la maduración previo al ensamble del 

ribosoma traduccionalmente funcional (adaptado de Klinge & Woolford, Jr 22). 
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2.3 Ribosomopatías 

En humanos, mutaciones en proteínas estructurales del ribosoma o factores involucrados en alguna 

etapa de la biogénesis originan un tipo de enfermedades conocidas como ribosomopatías. 24 25. La 

incidencia de estas enfermedades varia de 1 en 50,000 a 1 en 200,000 nacimientos. En cada tipo de 

desorden los pacientes presentan un cuadro clínico particular 24. 

El término ribosomopatía apareció en la literatura por primera vez en una carta publicada en la 

revista Nature Genetics en 1998 25. En esta comunicación, los autores hacen referencia a un artículo 

en donde se identifica una mutación en un paciente de sexo masculino diagnosticado con 

disqueratosis congénita, una enfermedad rara cuyas principales características son un deterioro 

acelerado en la dentadura y pigmentación dérmica anormal. Desde entonces han sido descritos 

diferentes cuadros clínicos en pacientes diagnosticados con algún tipo de ribosomopatía. Entre las 

más estudiadas se encuentran la anemia Blackfan-Diamond (DBA), el Síndrome Shwachman-

Diamond (SDS), la Hipoplasia Cartílago Cabello, el Síndrome Treacher Collins (TCS) y el 

Síndrome 5q-  26, entre otras. 

Las ribosomopatías se manifiestan a través de un variado cuadro clínico. Los pacientes pueden 

presentar alteraciones en diferentes órganos y sistemas en los que la sintomatología es muy diversa, 

sin embargi existen tres características comunes. La primera es que en la mayoría de las 

ribosomopatías los pacientes presentan afectación en el tejido hematopoyético que conlleva a 

síndrome mielodisplásico 27. La segunda es un elevado riesgo de que la enfermedad evolucione a 

algún tipo de cáncer relacionado con alteraciones en la regulación de la proteína p53 28. Esa última 

es una familia de factores de transcripción que actúan como supresores de tumores mediante la 

regulación de la apoptosis, senescencia y arresto del ciclo celular 29. Distintas alteraciones en p53 

han sido observadas en la patofisiología de pacientes diagnosticados con SDS 30, DBA 31, TCS 32 

y DC 33. Un regulador clave en la función de p53 es MDM2, una ubiquitina ligasa que inhibe la 

actividad de p53. Varias proteínas ribosomales son capaces de inhibir la función de MDM2 

activando a p53. Este fenómeno se ha observado en varios tipos de cáncer en donde la interacción 

de RPL11-MDM2 estimula la activación de p53. RPL11, RPL5 y el rRNA 5S forman un 

subcomplejo estructural de la subunidad ribosomal 60S que secuestra a MDM2. Finalmente, las 

ribosomopatías presentan alteraciones tejido-específicas. Por ejemplo, mutaciones en RPSA/uS2 

dan origen a Asplenia Congénita Aislada, una enfermedad en la que los pacientes nacen sin bazo. 

El bazo es un órgano que forma parte del sistema linfático cuya principal función es la producción 
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de glóbulos blancos y la homeostasis de líquidos 34. Otro ejemplo es la Hipotricosis Simplex, esta 

es una enfermedad en la que los pacientes presentan pérdida acelerada de cabello y deterioro 

progresivo del vello corporal desde la infancia. En un estudio genómico realizado a una familia de 

origen chino, se identificaron mutaciones en la proteína ribosomal RPL21, que es una proteína 

estructural de la subunidad 60S 35. Algunas mutaciones en proteínas ribosomales pueden 

manifestarse en patologías como autismo y retraso mental. En un estudio donde se analizaron 

aspectos funcionales de genes codificados en la región q28 del cromosoma X (Xq28) se identificó 

un paciente en el espectro autista con mutaciones en la proteína ribosomal RPL10. RPL10 se 

localiza en un zona que conecta a los sitios A-P y el centro peptidil-transferasa de la subunidad 60S 

36. A continuación, se describe en detalle la ribosomopatía Síndrome Shwachman-Diamond debido 

a su relación directa con este trabajo. 

 

2.4 El Síndrome Shwachman-Diamond (SDS) 

El Síndrome Shwachman-Diamond (SDS, OMIM# 260400, 617941) fue reportado por primera vez 

en 1964 por los pediatras Harry Shwachman, Louis K. Diamond y Martin Bodian. El cuadro clínico 

característico de esta enfermedad se presenta principalmente como insuficiencia pancreática 

exocrina, neutropenia y condrodisplasia metafisaria en brazos y piernas 37 38 39.  

En 2003 se identificó el gen SBDS (Shwachman-Bodian-Diamond Syndrome) como responsable 

de esta enfermedad cuyo locus se ubica en el cromosoma 7 (7q11) y codifica para una proteína de 

250 residuos 40. Este gen se encuentra adyacente a un pseudogen denominado SBDSP, con el que 

comparte un 97% de identidad, pero que contiene deleciones y cambios de secuencia que generan 

una proteína trunca no funcional. Las mutaciones en SBDS resultan de un evento de conversión 

génica entre el gen y el pseudogen. Las mutaciones más comunes que presentan los pacientes con 

SDS son de dos tipos: la primera es una transversión de TA por CT en la posición 183-184 del gen 

(183-184TA→CT) que introduce un codón de paro en la lisina 62 (K62X), mientras que la segunda 

es la transversión de timina por citocina en la posición 258 (258+2 T→C) que interrumpe el sitio 

de procesamiento del intrón 2 dando como resultado también una proteína trunca (84Cfs3). 

Comúnmente los pacientes presentan la mutación 183-184TA→CT en un alelo y la 258+2 T→C 

en el otro, sin embargo no existen pacientes con la mutación 183-184TA→CT en ambos alelos, lo 

cual sugiere que SBDS es una proteína esencial.  
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En el 90% de los casos, los pacientes con SDS presentan mutaciones en el gen SBDS y poco se 

sabe del origen de esta enfermedad en el 10% restante. En 2017 se reportaron pacientes con cuadro 

clínicos similares a SDS, pero que no tenían mutaciones en SBDS. Cuatro pacientes presentaron 

mutaciones bialélicas en la secuencia codificante de DNAJC21. El ortólogo de esta proteína en 

Saccharomyces cerevisiae corresponde a Jjj1. La proteína DNAJC21 (heat shock protein familia 

Hsp40 miembro 21) pertenece a un grupo de proteínas que participan en la traducción, plegamiento, 

translocación y degradación proteica estimulando la actividad de ATPasa de chaperonas Hsp70. 

Las proteínas DnaJ/Hsp40 se caracterizan por tener un dominio J responsable de unir a Hsp70. Se 

han estudiado miembros de la familia DnaJ/Hsp40 que interaccionan con el ribosoma en la etapa 

de translocación 41. También se encontraron pacientes con mutaciones en SRP54, uno de los 

componentes del complejo ribonucleoproteíco SRP (por su nombre en inglés Signal Recognition 

Particle) cuya función es dirigir la cadena polipeptídica naciente hacia el retículo endoplásmico y 

facilitar su translocación a este compartimento 42. Finalmente nuestro grupo describió mutaciones 

bialélicas en EFL1, que como ya se mencionó anteriormente, participa junto con SBDS en el último 

paso de maduración de la subunidad 60S liberando el factor antiasociación Tif6 43 (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema general de la liberación del factor anti asociación Tif6 de la superficie de la subunidad 

ribosomal 60S que es mediada por la GTPasa EFL1 y su proteína efectora Sdo1. 

 

2.5 La GTPasa EFL1 

EFL1 es una familia de proteínas exclusiva de eucariontes que comparte un origen evolutivo con 

la familia de translocasas EF-G de procariontes y EF-2 de eucariontes. En humanos el gen EFL1 

codifica para un polipéptido de 1120 residuos. Estructuralmente se compone de cinco dominios, el 

dominio I contiene al dominio G y presenta cinco motivos que se clasifican del G1 al G5 cuya 
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función es el reconocimiento de los nucleótidos de guanina y la hidrólisis de GTP 44. El dominio II 

contiene una inserción de longitud variable, que es la principal diferencia estructural entre la 

familia EFL1 y la familia de EF-2 45 46. Otras características de la familia EFL1 es que presenta un 

residuo de treonina conservado en el motivo G1 (AHVDHGKT) que se encuentra involucrado en 

el reconocimiento del ion magnesio, así como dos firmas en el extremo C-terminal que se compone 

de la secuencia de residuos RRRKGL y KQRTL 46, esta última no se encuentra presente en la 

familia de EF-2. En un estudio en donde se evaluó la conservación funcional de EFL1 se hicieron 

ensayos de complementación que demostraron que la función de EFL1 es especie específica y que 

todos sus dominios son esenciales para su función 46. 

A nivel molecular las GTPasas se caracterizan por poseer un mecanismo de switch que alterna 

entre los estados conformacionales activo e inactivo dependiendo de su unión a GTP o GDP. En la 

mayoría de los casos las GTPasas requieren de proteínas efectoras que permiten regenerar el estado 

activo, y que se denominan como factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEFs). De 

la misma forma también requieren de factores que activen la hidrólisis, a los que se les conoce 

como GAPs 47. La proteína SBDS actúa como el intercambiador de nucleótidos de guanina o GEF 

para EFL1 debilitando su interacción por GDP 48 49. Y aunque no se ha establecido categóricamente 

qué molécula realiza la función de GAP para EFL1, en analogía con lo descrito para EF-G se cree 

que la subunidad ribosomal 60S es quien realiza esta función 50. 

El conocimiento actual del mecanismo de liberación de eIF6 de la superficie de la pre-subunidad 

ribosomal 60S es el siguiente: en el citoplasma la pre-subunidad 60S se encuentra unida al factor 

de anti-asociación eIF6 cuya función es bloquear una región conformada principalmente por la 

proteína ribosomal eL24, a esta región se le  denomina puente intersubunitario B6 51 (Figura 3A). 

La presencia de eIF6 genera un impedimento estérico que impide la asociación prematura con la 

subunidad 40S. EFL1 se une a la pre-subunidad 60S en el centro de asociación de GTPasas en una 

conformación en la cual sus dominios III y V cumplen la función de posicionarla sobre la superficie 

de la pre-subunidad 60S. Esto último permite a los dominios I, II y IV adoptar una conformación 

de arco facilitando el acomodo de EFL1 en la superficie, así como la interacción con el rRNA y 

proteínas ribosomales (Figura 3B). Una vez que EFL1 ha concluido la primera etapa de acomodo, 

el dominio I interactúa con un fragmento del rRNA denominada asa sarcina-ricina (SRL) y con la 

proteína ribosomal uL14, en esta conformación EFL1 compite por un sitio en común con eIF6 

desplazando a esta última de la superficie de la subunidad ribosomal (Figura 3C). Se ha propuesto 
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que la interacción con el SRL activa la hidrólisis de GTP cambiando el equilibrio de un estado de 

alta afinidad a uno de baja afinidad del complejo EFL1-SBDS por la pre-subunidad 60S 

permitiendo la disociación de este último. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. La liberación de eIF6 es mediada por EFL1 y su proteína efectora SBDS. (A) eIF6 y SBDS unidas 

a la subunidad pre-60S (PDB 5AN9). (B) EFL1 compite por un sitio de interacción común eIF6 (PDB 

5ANB). (C) Una vez que eIF6 es liberada, EFL1 cataliza la hidrólisis de GTP y el complejo es liberado de 

la subunidad ribosomal (PDB 5ANC). 

 

2.6 Mutaciones en EFL1 causan el Síndrome Shwachman-Diamond (SDS) 

SDS es una enfermedad que se origina en el 90% de los casos por mutaciones en el gen SBDS. 

Stepensky et al. reportaron el primer estudio de pacientes que presentaron un cuadro clínico de SDS 

con mutaciones en el gen EFL1 y no en SBDS. El análisis reveló mutaciones homocigotas en los 

residuos M882K en dos pacientes y R1095Q en cuatro pacientes, estas mutaciones se localizan en 

el dominio IV de la GTPasa. A partir de este estudio, diferentes grupos revisaron sus resultados de 

secuenciación en pacientes con cuadro clínico de SDS que en primera instancia resultaron 

negativos a mutaciones en el gen SBDS. Actualmente se tienen reportadas once mutaciones en la 

secuencia codificante de EFL1 de las cuales siete se localizan en el dominio IV, dos en el dominio 

I, una en el dominio II, y una en el dominio III, no existen pacientes con mutaciones en el dominio 

V (Figura 4, Tabla 1) 52 53 54. La severidad del cuadro clínico es heterogéneo y dependiente de la 

mutación. El paciente con la mutación T127A, además de los síntomas clásicos, presentó 

alteraciones en la memoria visual, cognitiva y en habilidades de percepción. Las mutaciones 

L496F, I617V y K711R se describieron en pacientes que también presentaron mutaciones en 

SBDS, por lo que no se descarta que estas últimas sean responsables de la enfermedad 53. En el 

caso de pacientes con mutaciones heterocigotas compuestas (R754X/F505S, C883G/defecto de 

A B C 
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expresión) los pacientes presentaron anormalidades hematológicas, baja estatura, insuficiencia 

pancreática exocrina con severidad promedio 54. 

 

Tabla 1. Variantes en EFL1 asociadas con el Síndrome Shwachman-Diamond. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Posición de las variantes en la secuencia de la GTPasa EFL1 reportadas en pacientes con cuadro 

clínico de SDS. 

 

2.7 Reconocimiento molecular 

Se conoce como reconocimiento molecular al proceso por medio del cual las proteínas interactúan 

físicamente para realizar su función. El reconocimiento puede ser de diferente naturaleza y 

complejidad, el más conocido es de tipo proteína-proteína; sin embargo, ocurre en una amplia 

cantidad de moléculas. Por ejemplo, interacción con péptidos, ácidos nucleicos, complejos 

macromoleculares, lípidos, metales, solventes, etc. A las moléculas mencionadas anteriormente se 

les denomina ligandos, una proteína puede interactuar con otra proteína, con uno o varios ligandos 

al mismo tiempo o de forma secuencial para realizar su función.  

Mutación  Referencia Genotipo  

c.2645T>A p.M882K  [39] Homocigota 

c.3284G>A p.R1095Q  [39] Homocigota 

c.1486C>T p.L496F  [47] Homocigota no patogénica 

c.1849A>G p.I617V  [47] Variantes en EFL1 y SBDS 

c.2132A>G p.K711R  [47] Variantes en EFL1 y SBDS 

c.379A>G p.T127A  [48] Homocigota 

c.2260C>T p.R754 X / c.1514T>C p.F505S  [48] Heterocigota 

c.2647T>G p.C883G / defecto en la expresión  [48] Heterocigota 

c.2908C>T p.R970H   [48] Homocigota 

c.3205A>G p.T1069A / p.G827W fsTer13  [48] Heterocigota 

c.3205A>G p.T1069A/p.H30R  [48] Heterocigota 



14 
 

Una vez que una proteína reconoce a un ligando se le denomina complejo al producto formado por 

la asociación entre ellos. La formación de un complejo depende de dos características. La primera 

es que la interacción debe ser específica, lo que implica que la proteína debe tener la capacidad de 

discriminar entre moléculas similares. La segunda es que el ligando debe poseer afinidad, esto 

significa que el reconocimiento debe ser posible aún en concentraciones de ligando bajas, de esta 

forma una o varias moléculas similares que se encuentren disponibles en altas concentraciones no 

serán capaces de sustituir el reconocimiento de un ligando específico. El reconocimiento molecular 

es la base de procesos biológicos fundamentales como la transducción de señales, alosterismo, 

estabilidad estructural etc. Para entender estos procesos, es necesario estudiar los mecanismos 

fisicoquímicos que rigen la interacción proteína-ligando, entendiendo la cinética y la 

termodinámica de los procesos de asociación-disociación. 

 

2.7.1 Termodinámica en el reconocimiento molecular 

Un complejo proteína-ligando en solución es un sistema termodinámico compuesto de solutos 

(proteína y ligando) y solvente. Dentro de este sistema existen interacciones complejas que se 

caracterizan por el intercambio de calor y la consecuente energía asociada que se rigen por las leyes 

de la termodinámica. De las técnicas disponibles que permiten la caracterización termodinámica 

de una interacción proteína-ligando, la calorimetría de titulación isotérmica (ITC) es la única capaz 

de obtener la afinidad de la proteína por su ligando (Ka) y el cambio de dos parámetros 

fundamentales que rigen el proceso de interacción: la entalpía (ΔH) y la entropía (ΔS). Entre las 

ventajas de utilizar ITC se encuentra que no es una técnica destructiva, no requiere reactivos 

especializados, tampoco se requiere inmovilización de los componentes o grupos químicos que 

funcionen como etiquetas y que potencialmente puedan interferir en el reconocimiento, lo anterior 

debido a que la señal que se mide es el calor liberado o absorbido en la interacción 55. Sin embargo, 

una de sus limitaciones es que para obtener un calor medible es necesario utilizar altas 

concentraciones de biomoléculas. Por ejemplo, si deseamos hacer un experimento de titulación con 

una proteína de peso molecular aproximado de 20,000 Da, la concentración mínima deberá ser de 

25 nmol que equivale a una concentración aproximada de 0.5 mg en un volumen entre 200-250 

µL. El volumen total de la preparación dependerá de la experiencia del usuario y características 

técnicas del experimento y del instrumento. 
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La firma termodinámica de un sistema se integra por los siguientes parámetros. La saturación 

fraccional también conocido como estequiometria (n), la constante de asociación (Kb), el cambio 

en la energía libre (ΔGb), el cambio en la entalpía (ΔHb), cambio en la entropía (ΔSb) y el cambio 

en la capacidad calorífica (ΔCp) 
56. ITC es la única técnica que permite medir el ΔHb, Kb, y n en un 

solo experimento. A continuación, se explica brevemente el significado y la interpretación de cada 

uno de estos parámetros. 

La estequiometría (n) proporciona información sobre el número de sitios de unión que pueden ser 

reconocidos por un ligando. También es útil para conocer la calidad de una preparación cuando se 

elaboran protocolos de purificación y almacenamiento 57. La energía libre de Gibbs es un parámetro 

que nos proporciona información sobre el estado de un sistema. El ΔGb mide la capacidad 

termodinámica de un sistema proteína-ligando para unirse en condiciones de temperatura y presión 

constantes (isotérmico-isobárico) 58. Un principio de la termodinámica establece que cuando un 

sistema alcanza el equilibrio la concentración de reactivos y productos y por lo tanto la constante 

de equilibrio que los relaciona, en este caso la Kb , no se modifica con el tiempo. Un valor de ΔG 

negativo indica que el proceso ocurre de forma espontánea y que en el equilibrio se encontrará una 

mayor concentración de producto 57. Si el valor del ΔGb fuera positivo significaría que el proceso 

no es espontáneo y que requiere un cambio en los constituyentes o energía adicional para que se 

pueda llevar a cabo la formación de producto. Se puede considerar que el ΔGb determina la 

estabilidad del complejo. La energía libre de Gibbs se relaciona con la constante de unión Kb y se 

define formalmente mediante la siguiente ecuación: 

 

𝛥𝐺𝑏 = −𝑅𝑇 𝑙𝑛𝐾𝑏    (1) 

 

donde R es la constante universal de los gases (1.987 cal K-1 mol-1) y T es la temperatura en Kelvin. 

El análisis de la ecuación (1) nos permite hacer la siguiente observación. Entre más grande sea la 

constante de unión (Kb) más negativo será el valor de la energía libre de unión, esto es indicativo 

de que los parámetros cinéticos kon , koff y su cociente Kb determinan las propiedades 

termodinámicas del complejo. El ΔGb también puede ser analizado como resultado de la 

contribución de la entalpía y entropía y se representa por medio de la siguiente ecuación: 

 

𝛥𝐺𝑏 = 𝛥𝐻𝑏 − 𝑇𝛥𝑆𝑏    (2) 
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donde ΔHb y ΔSb representan el cambio en la entalpía y entropía una vez que se ha formado el 

complejo proteína-ligando y T es la temperatura en Kelvin. 

En el estudio del reconocimiento molecular, la entropía (ΔS) se interpreta como el cambio en los 

grados de libertad del sistema. La entropía es el concepto central de la segunda ley de la 

termodinámica el cual establece que la energía térmica mantiene un flujo espontáneo de las 

regiones de mayor a las de menor temperatura. En un sistema proteína-ligando a presión y 

temperatura constante la entropía se origina por la energía acumulada en los enlaces de átomos y 

moléculas, el cambio en la distribución de energía genera fluctuaciones en el rompimiento y 

formación de enlaces débiles, así como en la rotación de cadenas laterales. Estos cambios ocurren 

cuando la proteína se une al ligando a través de cambios conformacionales que pueden ocurrir en 

estos constituyentes y en la interacción con el solvente 59. La difusión de la energía se refleja en un 

incremento o disminución de la libertad rotacional que genera una ganancia o pérdida de los grados 

de libertad de los componentes involucrados, la acumulación de estos cambios se conoce como el 

cambio en la entropía y se representa formalmente como ΔS 60 61. El cambio en la entropía de unión 

(ΔSb) se integra por la sumatoria de tres contribuciones de acuerdo a la siguiente ecuación:  

 

𝛥𝑆𝑏 = 𝛥𝑆𝑐𝑜𝑛𝑓 + 𝛥𝑆𝑠𝑜𝑙𝑣 + 𝛥𝑆𝑟−𝑡  (3) 

 

A continuación, se define cada uno de los parámetros que integran el ΔSb. El cambio en la entropía 

conformacional (ΔSconf) se origina por la rotación de enlaces sencillos que se “congelan” durante 

la formación del complejo, estos enlaces tienen la capacidad de rotar cuando la proteína y el ligando 

no se han unido en un complejo. La segunda es la entropía de solvatación (ΔSsolv), su origen está 

dado por el cambio en los grados de libertad de moléculas de solvente que se liberan de la superficie 

del complejo proteína-ligando una vez que estos interactúan. La tercera es el cambio en la entropía 

roto-traslacional (ΔSr-t) que representa la pérdida en los grados de libertad de la proteína y el 

ligando cuando se ha formado el complejo debido a la disminución en el número de partículas en 

solución. El ΔSr-t se ha estimado en ~ -8 cal mol-1 K-1 para una asociación bimolecular 62 63. 

La entalpía de unión (ΔHb) es una medida del cambio de energía total de un sistema. Se considera 

energía total a la sumatoria de la energía interna del soluto, del solvente y la energía necesaria para 

que el sistema interaccione a presión y volumen constantes 60. Al igual que la entropía, la entalpía 
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no puede ser medida directamente, lo que medimos es un cambio de un estado inicial a un estado 

final. La entalpía de unión es una medida del cambio en la energía involucrada en la formación o 

rompimiento de enlaces débiles (fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrógeno etc.). Estos 

cambios se dan en las interacciones proteína-solvente, ligando-solvente, solvente-solvente y 

proteína-ligando, siendo la reorganización del solvente en la interfaz de unión la que más 

contribuye al ΔHb. La formación de interacciones energéticamente favorables es un proceso 

exotérmico que se refleja en un signo del ΔHb negativo. Por el contrario, el rompimiento de 

interacciones no covalentes energéticamente favorables es un proceso endotérmico que se refleja 

en un ΔHb de signo positivo 64. 

La capacidad calorífica (ΔCp) representa la magnitud de las fluctuaciones en la entalpía de un 

sistema y es una medida del efecto hidrofóbico 65. El efecto hidrofóbico es un concepto que describe 

el cambio en la termodinámica por ocultamiento o exposición de una superficie no polar expuesta 

al solvente cuando ocurre el reconocimiento molecular 66. La interacción proteína-ligando induce 

rearreglos conformacionales que alteran el área expuesta al solvente (ASA), esta puede ser de tipo 

polar (ASAp) o no polar (ASAap). El área no polar que se expone al solvente una vez que ocurre la 

interacción determina el cambio en la capacidad calorífica (ΔCp). Si en la formación del complejo 

proteína-ligando predomina la exposición al solvente de grupos no polares (ΔASAap), el ΔCp tiende 

hacia un valor positivo. Si el rearreglo conformacional induce la exposición de grupos polares 

(ΔASAp), la tendencia será hacia un valor negativo. De acuerdo a modelos paramétricos 67, el ΔCp  

sigue una tendencia lineal de acuerdo a la siguiente ecuación: 

 

𝛥𝐶𝑝𝑏 = 𝛼𝛥𝐴𝑆𝐴𝑎𝑝 + 𝛽𝛥𝐴𝑆𝐴𝑃                                (4) 

 

El ΔCpb puede ser disectado en dos contribuciones, una relacionada con los cambios 

conformacionales de las moléculas que interactúan (ΔCpconf ) y la otra relacionada con la cantidad 

de superficie que se oculta en la interface 68. Esta última contribución corresponde a el cambio 

observado si la unión da origen a una asociación de cuerpo rígido (ΔCprb) 

 

𝛥𝐶𝑝𝑏 = 𝛥𝐶𝑝𝑐𝑜𝑛𝑓 + 𝛥𝐶𝑝𝑟𝑏                (5) 

 



18 
 

El ΔCprb puede obtenerse analizando las estructuras 3D del complejo involucrado, para obtener 

más información sobre esta metodología puede consultarse 69 . El ΔCprb representa una proporción 

de la capacidad calorífica de unión total. El ΔCprb y el ΔCpb se utilizan para calcular el ΔCpconf de 

acuerdo a la siguiente ecuación. 

 

𝛥𝐶𝑝𝑐𝑜𝑛𝑓 = 0.45𝑓𝑎𝑝𝛥𝐴𝑆𝐴𝑡 − 0.26(1 − 𝑓𝑎𝑝 )𝛥𝐴𝑆𝐴𝑡             (6) 

 

Donde 𝑓𝑎𝑝 representa el promedio de hidrofobicidad (𝑓𝑎𝑝 = 0.68) 67. De la misma forma existen 

otros factores que contribuyen al cambio en la capacidad calorífica tal como la exposición de cargas 

electrostáticas o la ruptura de interacciones débiles (¡Error! No se encuentra el origen de la 

referencia.). La magnitud de este cambio determinará el signo del ΔCp  
67.  

 

Tabla 2. Signos esperados para los valores de Cp y Sb para la interacción proteína-ligando. 

 

 

 

 

 

 

2.7.2 Cinética enzimática 

Cuando una enzima cataliza la conversión de sustrato a producto la velocidad de reacción (v) 

depende de la concentración de sustrato [S] y se describe por medio de una ecuación simple 

conocida como ecuación de Michaelis-Menten. 

 

𝑣 =
𝑘𝑐𝑎𝑡 [S]

𝐾𝑚+[S]
𝐸𝑡               (7) 

 

Cuando la concentración de sustrato es mucho más grande que la Km ([S]>>Km) la ecuación 7 se 

simplifica a: 

𝑣 = 𝑘𝑐𝑎𝑡 𝐸𝑡      (8) 

 

Para un aumento en ΔCp Sb 

Exposición de grupos no polares + - 

Exposición de cargas electrostáticas - - 

Puentes de hidrógeno + - 

Conformación (isoenergética) 0 + 

Interacciones débiles  + + 
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Bajo esta condición la reacción es de primer orden, eso significa que la velocidad de reacción 

depende únicamente de la concentración de enzima (Et) no de la concentración de sustrato. Por lo 

tanto, kcat es una constante de primer orden con unidades de tiempo-1 y se conoce también como 

“número de recambio”. Este parámetro indica el número de moléculas de sustrato que la enzima 

puede convertir a producto por unidad de tiempo. De la misma forma kcat Et es la velocidad máxima 

de reacción (Vmax) a la que la enzima puede trabajar en condiciones experimentales.  

Cuando la concentración de sustrato es mucho menor que la Km ([S] <<Km) la ecuación 7 se 

simplifica de la siguiente forma: 

 

𝑣 =
𝑘𝑐𝑎𝑡

𝐾𝑚[𝑆] 𝐸𝑡
               (9) 

 

En estas condiciones la reacción es de segundo orden, esto significa que la reacción es proporcional 

a la concentración de sustrato y a la concentración de enzima. Por lo tanto, el parámetro kcat / Km 

es una constante de velocidad de segundo orden con unidades de Concentración-1 tiempo-1. La 

constante de Michaelis (Km) corresponde a la concentración de sustrato a la cual la mitad de la 

concentración de la enzima se encuentra saturada (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Gráfico de Vo/Et en función de la concentración de sustrato [S] de acuerdo a la ecuación de 

Michaelis-Menten. A concentraciones saturantes de [S], Vo/Et se aproxima a kcat (adaptado de Chiwook, P. 

2022) 

 

De la información anterior podemos extraer un concepto muy útil en cinética enzimática y este es 

que la Km es una constante de disociación aparente. La forma simplificada de explicar lo anterior 

es por medio de un esquema en donde una proteína P y un ligando L con mutua afinidad se 

reconocen en solución, esta interacción se representa a través de la siguiente fórmula:  
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         (10) 

 

donde PL representa el complejo proteína-ligando, kon y koff   son las constantes cinéticas que definen 

la velocidad de asociación y disociación del complejo PL. Las unidades de kon y koff son 

Concentración-1 tiempo-1 y 1 tiempo-1 respectivamente. En equilibrio la reacción de asociación 

P+L→PL debe ser correspondida por la reacción PL→P+L que se representa de la siguiente forma: 

 

𝑘𝑜𝑛 [P][L] = 𝑘𝑜𝑓𝑓[PL]               (11) 

 

En esta ecuación, las variables en corchetes representan la concentración de cualquier molécula en 

el equilibrio, la constante de unión Kb en unidades Concentración-1 es definida de la siguiente 

forma. 

 

     K𝑏 =
𝑘𝑜𝑛

𝑘𝑜𝑓𝑓
=

[PL]

[P][L]
=

1

K𝑑
                             (12) 

 

El inverso de la Kb es la constante de disociación Kd, que tiene unidades de concentración. Esta 

constante representa la afinidad que tiene un ligando por una enzima. Una velocidad de unión 

rápida dividida entre una velocidad de disociación lenta nos dará como resultado una Kb grande. 

Por el contrario, una velocidad de disociación rápida y una velocidad de asociación lenta, nos dará 

una Kb pequeña. 

 

2.7.3 Espectroscopía de fluorescencia 

La absorción de un fotón genera una transición electrónica de un estado basal a un estado excitado. 

Cuando una molécula se encuentra en un estado electrónicamente excitado, la energía 

eventualmente se disipa para regresar al estado basal. La absorción de un fotón ocurre a una 

velocidad muy alta ocasionando una transición desde un nivel vibracional basal (S0) a un estado 

vibracional alto (S1, S2). Cuando el fotón regresa de un estado excitado al estado basal, la luz que 

se emite se conoce como fluorescencia.  

La energía de excitación puede ser disipada por vías en donde no existe emisión de energía, estos 

mecanismos pueden ser liberación de calor, interacción con moléculas de solvente, colisión con 
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otras moléculas, o energía de resonancia por la interacción con otro fluoróforo. Un fluoróforo puede 

ser endógeno por ejemplo, un aminoácido aromático en una proteína, o exógeno, esto es 

introducido al sistema. Estos pueden ser proteínas fluorescentes codificadas genéticamente o 

etiquetas químicas. En un experimento de fluorescencia, la señal obtenida nos indica el número de 

fotones emitidos a una longitud de onda cuando la molécula es irradiada en una banda de absorción. 

La forma del espectro de excitación de una molécula es generalmente la misma que la del espectro 

de absorción. 

Un concepto importante en la espectroscopía de fluorescencia es el rendimiento cuántico de un 

fluoróforo, que corresponde al número de fotones emitidos como fluorescencia en relación con el 

número de fotones absorbidos por la molécula.  

 

𝜙 =
Fotones emitidos

Fotones absorbidos
                                    (13)     

 

Un fluoróforo con un rendimiento cuántico de 1.0 emite todos los fotones absorbidos en forma de 

fluorescencia. La vida media de un fluoróforo puede ser estimada multiplicando el coeficiente de 

absorción a la longitud de onda de excitación por el rendimiento cuántico de la fluorescencia. La 

comparación de la intensidad de fluorescencia con la intensidad de emisión de un fluoróforo cuyo 

rendimiento cuántico se encuentra disponible en la literatura es una forma de expresar el 

rendimiento cuántico relativo. En la literatura se encuentran listas de fluoróforos estándar con su 

respectivo rendimiento cuántico 70. 

La intensidad de fluorescencia observable (If) depende de la longitud de onda, que a su vez se 

relaciona con el rendimiento cuántico y la densidad óptica. A una longitud de onda dada λ 

(generalmente el máximo de emisión) la If se define como: 

 

If = I0 Φ (1 - 10 -εсƖ) ≈ 2.303 I0 Φ εс Ɩ                 (14) 

 

donde I0 es la intensidad de la luz de excitación, ε es el coeficiente de extinción molar a la longitud 

de onda de excitación, с es la concentración molar y Ɩ es el paso óptico de luz (generalmente 1 cm). 

Esta ecuación sigue la ley de Beer-Lambert donde A= εсƖ, siendo A la absorción de luz de la 

muestra a la longitud de onda de excitación. Este concepto es la premisa del tratamiento 
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cuantitativo de los datos de fluorescencia y significa que la intensidad observable será la suma de 

la contribución de todas las especies de fluorescencia.  

Dependiendo de las condiciones del experimento es posible excitar selectivamente al ligando, a la 

proteína o al complejo una vez que se ha formado. Entre las desventajas de este método se 

encuentra que el espectro de emisión puede traslaparse resultando en una combinación de señales 

de fluorescencia que necesitan ser disectadas por medio de un análisis cuantitativo que no siempre 

es fácil de obtener. 

 

 

3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El estudio de la biogénesis ribosomal permite entender un proceso fundamental en la fisiología 

celular, como lo es la síntesis de ribosomas. Hasta principios de la década de los 90 se tenía la 

noción de que mutaciones en alguna de las proteínas ribosomales o factores que participan en la 

síntesis eran incompatibles con la viabilidad celular. Sin embargo, esto cambió a partir del estudio 

genético y molecular de muestras de pacientes con cuadros clínicos atípicos, y cuyas alteraciones 

genéticas se encontraron en componentes del ribosoma mismo o biomoléculas que participan en su 

síntesis 71. 

EFL1 es una GTPasa que participa en el último paso de la maduración citoplasmática de la pre-

subunidad ribosomal 60S y que en conjunto con la proteína SBDS facilitan la liberación del factor 

antiasociación eIF6, un paso fundamental para que la subunidad mayor pueda unirse a la subunidad 

menor y ensamblar el ribosoma funcional. Mutaciones en SBDS y EFL1 son causantes del 

Síndrome Shwachman-Diamond. Nuestro grupo de investigación describió por primera vez las 

mutaciones en EFL1 (R1095Q y M882K) que causan este síndrome (Figura 6) 52. Usando el 

ortólogo de la levadura S. cerevisiae Efl1 R1086Q, equivalente a R1095Q en humanos, se demostró 

que la proteína se encuentra plegada y presenta actividad enzimática. Sin embargo, estudios de 

dinámica molecular y dispersión de rayos X de ángulo bajo (SAXS) sugirieron que la proteína 

mutante adopta una conformación diferente a la que presenta la EFL1 nativa 72. Esto último podría 

constituir una de las alteraciones en el desarrollo de la enfermedad que hasta ahora se desconocen. 

Estudios previos en nuestro grupo determinaron las constantes termodinámicas y de unión para 

Efl1 silvestre por sus moléculas efectoras 69, por lo que en este trabajo nos avocamos a realizar un 

análisis comparativo con la mutante R1086Q y establecer sí las constantes de interacción se 
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modifican, cuál es la magnitud del cambio y así hacer inferencias acerca de la alteración molecular 

en esta mutante. En particular, el análisis comparativo del parámetro de ΔCp nos permitió 

determinar diferencias en los cambios conformacionales entre la proteína silvestre y la mutante, así 

como su magnitud al interaccionar con los nucleótidos de guanina y Sdo1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo de la GTPasa EFL1 humana en donde se muestran los cinco dominios estructurales de la 

proteína, así como la posición de las mutaciones R1095Q y M882K en el dominio IV, estas mutaciones son 

equivalentes a Efl1 R1086Q y L910K en S. cerevisiae que son objeto del presente estudio (PDB 5ANC). 

 

4 PREGUNTAS A RESPONDER 

¿Qué efecto tiene la mutación R1086Q en el funcionamiento de la GTPasa Efl1? 

¿Podemos observar un cambio en las constantes termodinámicas, cinéticas o de unión cuando la 

mutante interacciona con alguno de sus ligandos? 

Sí existe algún cambio ¿de qué magnitud es comparado con los estudios reportados para Efl1 

silvestre? 

¿La mutación afecta algún mecanismo en su funcionamiento? Sí afecta algún mecanismo ¿Cuál 

es? 

 

5 HIPÓTESIS 

Si la mutación R1086Q afecta algún mecanismo relacionado con el funcionamiento de la GTPasa 

Efl1, entonces se observará una diferencia en los parámetros termodinámicos de unión con sus 

moléculas efectoras (los nucleótidos de guanina, SBDS y/o la subunidad ribosomal 60S), en 

contraste con los parámetros determinados para Efl1 silvestre. 

I 

II 

II

I 

IV 

V 

Ins

er     

Met-882-Lys 

Arg-1095-Gln 
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6 OBJETIVOS 

6.1 Objetivo general 

Entender los mecanismos bioquímicos que afectan las mutaciones R1086Q y L910K en el 

funcionamiento de la GTPasa Efl1 de Saccharomyces cerevisiae. 

 

6.2 Objetivos particulares 

• Calcular los parámetros ΔGb , ΔHb , -TΔSb , ΔCpb  (firma termodinámica) utilizando la técnica 

de calorimetría de titulación isotérmica para la interacción de la GTPasa Efl1 R1086Q sola y en 

complejo con su proteína efectora Sdo1 con los nucleótidos de guanina. 

 

• Medir la hidrólisis de GTP determinando los parámetros cinéticos kcat y Km de las mutantes 

Efl1R1086Q y L910K solas y en presencia de Sdo1. 

 

• Determinar la afinidad (Kd) de Efl1 silvestre y mutante R1086Q por nucleótidos de guanina en 

presencia del complejo Sdo1•60S. 

 

7 METODOLOGÍAS 

7.1 Sobreexpresión y purificación de biomoléculas 

7.1.1 Efl1 y mutantes 

Las secuencias codificantes de Efl1 silvestre, mutantes R1086Q, L910K, T33A y la doble mutante 

R1086Q-P151L fueron clonadas previamente en el vector pRS426 bajo el control del promotor 

híbrido GAL1/10. La expresión y purificación de las proteínas se realizó de acuerdo al protocolo 

publicado en 73. A continuación, se describe brevemente este proceso. Una colonia de S. cerevisiae 

BCY123 previamente transformada con el plásmido correspondiente se inoculó en 50 mL de medio 

líquido SD-Ura suplementado con 2% de glucosa y se dejó crecer durante la noche en agitación 

constante a 30 °C 200 rpm. El preinóculo se dividió en cinco matraces con 1 L de medio SD-Ura 

suplementado 0.5% de glucosa y una densidad óptica a 600 nm de 0.1 para iniciar el cultivo. Los 

matraces se incubaron 8 horas en agitación constante a 30 °C 200 rpm hasta alcanzar una densidad 

óptica de 1.0 para inducir con 2.8% de galactosa. La inducción se dejó por 20 h en agitación 
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constante a 30 °C 200 rpm. El cultivo se cosechó por centrifugación a 3,836 x g durante 10 min y 

el paquete celular se almacenó en tubos con capacidad de 50 mL a -40°C hasta su procesamiento. 

El paquete celular se descongeló y resuspendió en 30 mL de amortiguador de lisis (50 mM Hepes 

pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 30 mM Imidazol, 1 mM β-mercaptoetanol, 10% glicerol). La 

suspensión de células se lisó por fricción con perlas de vidrio (Ø = 500 µm) humectadas con 

amortiguador de lisis en un contenedor con capacidad de 80 mL utilizando un equipo Bead-Beater 

(BioSpec). Cada ciclo consistió en dos minutos de lisis, por diez de descanso para un tiempo de 

lisis total de 10 min. Durante todo el proceso el contenedor se mantuvo en frío. El lisado se 

centrifugó 20 minutos a 23,281 x g cuyo el sobrenadante se filtró a través de una membrana de 

0.45 µm (Merck Millipore). Esta fracción soluble se purificó a través de una columna empacada 

con una resina de afinidad a iones de Ni 2+ con capacidad de 5 mL (GE Healthcare). La columna se 

equilibró previamente con tres volúmenes de columna utilizando solución amortiguadora de lisis. 

La proteína unida a la resina se lavó en la columna utilizando 1 volumen de amortiguador de alta 

sal (50 mM Hepes pH 8.0, 2 M NaCl) a continuación se eluyó con tres volúmenes de columna de 

solución amortiguadora de elución (50 mM Hepes pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 300 mM 

Imidazol, 10% glicerol). Como segundo paso de purificación, el producto de la elución de la columna 

de afinidad a iones de Ni 2+ se purificó utilizando una cromatografía de filtración en gel en una 

columna HiLoad 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare) montada en un equipo AKTA start (GE 

Healthcare). La pureza de las muestras se verificó por medio de electroforesis SDS-PAGE. Las 

muestras se dispensaron en alícuotas de 150 µL, se congelaron utilizando nitrógeno líquido y 

fueron almacenadas a -80°C para su posterior uso. 

 

7.1.2 Sdo1 

La secuencia codificante de la proteína Sdo1 fue previamente clonada en el vector pRSET-A 

(Invitrogen) y su expresión recombinante se realizó en E. coli C41 conforme al protocolo reportado 

en 74. Se inoculó una colonia en 50 mL de medio LB suplementado con 100 µg/mL de ampicilina, 

y se incubó a 37°C toda la noche en agitación constante. Al día siguiente se escaló el preinóculo 

en 1 L de medio LB con100 µg/mL ampicilina. Cuando el cultivo alcanzó una DO600 de 0.8 se 

indujo la expresión con 0.5 mM de IPTG durante 5 h a 37°C en agitación constante. El cultivo se 

cosechó por centrifugación a 3,836 x g durante 10 min a 4C. 
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El paquete celular se resuspendió en 25 mL de solución amortiguadora de lisis (50 mM Tris-HCl pH 

8.0, 250 mM NaCl, 1 mM β-mercaptoetanol, 20 mM Imidazol) y se lisó por medio de sonicación 

utilizando un equipo Sonicator 3000 (Misonix Inc.) a una potencia de 5.5 watts con ciclos de 15 s 

encendido por 90 s apagado, el tiempo efectivo de lisis fue de 5 min. El lisado se clarificó por 

centrifugación a 23,281 x g durante 30 min y se filtró usando una membrana de 0.45 µm (Merck 

Millipore). La fracción soluble se purificó mediante una cromatografía de afinidad a iones de Ni2+ 

(GE Healthcare, 5 mL), previamente equilibrada con amortiguador de lisis y se eluyó con 

amortiguador de elución (50 mM Tris-HCl pH 7.2, 250 mM NaCl, 300 mM Imidazol). Posteriormente 

se purificó mediante una cromatografía de intercambio catiónico utilizando una columna S FF (GE 

Healthcare, 5 mL) montada en un equipo AKTA start (GE Healthcare). La pureza de la proteína se 

verificó mediante electroforesis SDS-PAGE, el producto de la elución se dispensó en alícuotas de 

150 µL, que fueron congeladas utilizando nitrógeno líquido, el lote se almacenó a -80°C. 

 

7.1.3 Subunidades ribosomales 60S 

Las subunidades ribosomales 60S se purificaron a partir la cepa S. cerevisiae JD1370 (MATa trp1 

ura3 leu2 pep4::HIS3 nuc1::LEU2) 75. El protocolo se modificó a partir del descrito por Algire et 

al 76. Se cultivó 1 L de medio YEPD en agitación constante a 30 °C/200 rpm hasta alcanzar una 

DO600 entre 0.8 - 1.0. A continuación se detuvo la síntesis proteica enfriando abruptamente en 

hielo/agua mediante agitación constante durante 10 min, al mismo tiempo se adicionaron 100 

µg/mL de cicloheximida. El cultivo se cosechó por centrifugación a 3,836 x g durante 10 min, se 

decantó el sobrenadante y se lavó con 10 mL de agua destilada, se centrifugó nuevamente para 

retirar el líquido. La pastilla se guardó a 4 C para su procesamiento. La pastilla se resuspendió en 

8 mL de amortiguador de lisis (100 mM acetato de potasio, 20 mM Hepes-KOH pH 7.4, 10.5 mM 

acetato de magnesio, 1 mg/ mL heparina, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM benzamidina, 0.5 

mM EDTA). La lisis se realizó por fricción con perlas de vidrio en un equipo homogenizador 

FastPrep (Fisher Scientific) aplicando 6 ciclos de 30 s encendido por 5 min de descanso, todo el 

proceso de lisis se elaboró en frío. El lisado se centrifugó durante 20 min a 19,700 x g a 4 C y se 

purificó en un colchón de sacarosa mediante centrifugación a 222,529 x g dos horas en un rotor 

Ti70 (Beckman Coulter). La pastilla se resuspendió en 1 mL de solución amortiguadora de alta sal 

(100 mM Acetato de potasio, 20 mM Hepes-KOH pH 7.4, 10.5 mM acetato de magnesio, 800 mM 

cloruro de potasio, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM benzamidina, 0.5 mM EDTA) durante 1 
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h en frio con agitación constante para purificarse nuevamente por centrifugación en un colchón de 

sacarosa. La pastilla se resuspendió en solución amortiguadora de disociación (50 mM Hepes-KOH 

pH 7.4, 10 µM cloruro de magnesio, 800 mM cloruro de potasio, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 0.1 

mM benzamidina) y se dejó reposar en frío y agitación constante durante 1 hora para disociar las 

subunidades ribosomales. A continuación, se cargaron entre 50-80 densidades ópticas medidas a 

260 nm en tubos previamente preparados con un gradiente lineal de sacarosa del 10-40% (50 mM 

Hepes KOH pH 7.4, 10 µM MgCl2, 2 mM DTT, 500 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 47 % sacarosa w/v, 

0.1 mM PMSF, 0.1 mM  benzamidina) que se centrifugó durante 6 h a 70,358 x g utilizando un 

rotor Ti45 (Beckman Coulter) a una temperatura de 4°C. El gradiente se fraccionó monitoreado la 

señal a una longitud de onda de 254 nm y se colectó la fracción correspondiente a la subunidad 

60S. Esta última fue trasvasada a tubos para el rotor Ti70 y se centrifugó a 222,529 x g por 3 h. La 

pastilla se resuspendió en solución amortiguadora de almacenamiento (100 mM acetato de potasio, 

20 mM Hepes-KOH pH 7.4, 2.5 mM acetato de magnesio, 250 mM sacarosa, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 

0.1 mM benzamidina), y se dispensó en alícuotas de 50 µL a -80°C. La concentración se determinó 

diluyendo 5 µL de la muestra en 100 µL de solución amortiguadora de almacenamiento midiendo 

la absorbancia a 254 nm y utilizando un coeficiente de absortividad molar de 4 x 107 cm-1 M-1   76. 

 

7.2 Calorimetría de titulación isotérmica 

Las muestras de proteína para los experimentos de calorimetría se prepararon a una concentración 

de 60-80 µM para Efl1 R1086Q o doble mutante y 90-120 µM para Sdo1. Las muestras de Efl1 

fueron purificadas y utilizadas el mismo día del experimento. La muestra de Sdo1 se descongeló y 

centrifugó durante 1 min a 14,000 rpm para eliminar posibles agregados. Los experimentos de ITC 

se realizaron en un equipo iTC200 System (Malvern Panalytical). Antes de cada experimento se hizo 

un recambio de solución amortiguadora utilizando 30 mL para cada muestra de proteína usando 

unidades de ultrafiltración Amicon® Ultra 15 (Millipore) con corte de 100 kDa para las muestras 

de Efl1 R1086Q y 10 kDa para las muestras de Sdo1. El GTP y el GDP se pesaron y disolvieron 

en la misma solución utilizada para el recambio de las muestras proteicas. Para los experimentos 

con Mg2+ se utilizó MgCl2 a una concentración de 5 mM. Para los experimentos libres de Mg2+ se 

utilizó EDTA a una concentración de 2 mM para eliminar trazas de iones metálicos en solución. 

Antes del experimento la muestra fue desgasificada por 10 min en un equipo Microcal Thermovac 

(Malvern Panalytical). El proceso de titulación consistió en un rango entre 15 y 20 inyecciones 
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consecutivas con un intervalo de 3 a 5 minutos entre inyección y una velocidad de agitación de 700 

rpm. La constante de unión (Kb), el cambio en la entalpía (∆Hb) y la estequiometría (n), fueron 

determinados por medio del ajuste de los valores de las isotermas a un modelo de un sitio de unión.   

 

7.3 Espectroscopía de fluorescencia en estado estacionario 

Se midió la constante de disociación (Kd) para la interacción de análogos fluorescentes de guanina 

derivatizados con el grupo mant- (metyl-antraniloyl) con Efl1 R1086Q en complejo con Sdo1•60S. 

El protocolo se elaboró titulando un volumen fijo del mant-nucleótido hasta alcanzar una 

concentración final de 0.3 M. La unión del mant-nucleótido fue monitoreada registrando su señal 

de fluorescencia. La longitud de onda de excitación fue de 355 nm, la emisión se registró a una 

longitud de 440 nm para mant-GTP y 445 para mant-GDP. La dilución al final de cada titulación 

no fue mayor al 2.5% del volumen inicial. El blanco se obtuvo registrando la señal de emisión del 

experimento de titulación con todos los componentes excepto Efl1 R1086Q, el blanco se sustrajo 

del experimento de titulación con Efl1 R1086Q. Los datos de emisión fueron analizados y ajustados 

a un modelo de un sitio de unión utilizando el programa Origin versión 5.0 (Origin Lab. Co).  

En una serie de experimentos previos se estableció la proporción estequiométrica de Sdo1 y 

subunidad ribosomal 60S respecto a la concentración de Efl1R1086Q. La proporción se calculó 

midiendo la liberación de fosfato manteniendo constante la concentración de Efl1R1086Q e 

incrementando la concentración de Sdo1, posteriormente se mantuvo constante la concentración 

del complejo Efl1R1086Q•Sdo1 y se midió la liberación de fosfato incrementando la concentración 

de subunidad ribosomal 60S. Las curvas de saturación muestran que la proporción óptima para 

realizar los experimentos de fluorescencia es 0.1 µM, 0.3 µM, 0.2 µM de Efl1 R1086Q, Sdo1, 60S 

respectivamente (Figura 7). 
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Figura 7. Curvas de actividad para los complejos Efl1•Sdo1 y Efl1•Sdo1•60S. La línea en color negro 

muestra el porcentaje de GTP hidrolizado utilizando una concentración de 0.1 µM de Efl1 R1086Q 

incrementando la concentración de Sdo1. La línea en color rojo muestra el porcentaje de GTP hidrolizado 

manteniendo una concentración fija de 0.1 µM de Efl1 R1086Q, 0.3 µM de Sdo1 y aumentando la 

concentración de la subunidad ribosomal 60S. Cada curva corresponde al promedio y desviación estándar 

de tres ensayos independientes. 

 

7.4 Cinética enzimática 

Para medir la actividad de la mutante Efl1 R1086Q y Efl1 L910K se utilizó un ensayo enzimático 

acoplado previamente descrito por Webb et al. 77. En este ensayo, la enzima PNP (purina 

nucleósido fosforilasa) utiliza al ion fosfato liberado de la hidrólisis de GTP y al MESG (2-amino-

6-mercapto-7-metilpurin ribonucleósido) como sustratos para producir ribosa-1-fosfato y AMMP 

(2-amino-6-mercapto-7-metilpurina), que presenta un máximo de absorción a 360 nm. La lectura 

de absorbancia se hizo utilizando un espectrofotómetro Cary60 UV-Vis (Agilent Tecnologies). 

Cada reacción se hizo en un volumen de 100 µL, la concentración para cada reactivo fue 6 µM de 

Efl1 R1086Q o Efl1 L910K, 0.3 mM de MESG, 1.0 U de PNP y las cantidades indicadas de GTP 

como sustrato. Para las mediciones en presencia de Sdo1 se utilizó una concentración de 18 µM. 

La concentración de fosfato liberado en cada reacción fue estimada utilizando un coeficiente de 

absortividad molar a 360 nm de 14,386 M-1. Los datos cinéticos fueron analizados utilizando una 

regresión no lineal a la ecuación de Michaelis-Menten utilizando el programa Origin versión 5.0 

(Origin Lab. Co). 

 

7.5 Espectroscopía de dicroísmo circular 

Los espectros de dicroísmo circular se obtuvieron en un espectropolarímetro Chirascan V100 

(Applied Photophysics) equipado con sistema de control de temperatura. La muestra de proteína 

fue de 0.5 µM, la lectura se hizo utilizando una celda de cuarzo con un paso de luz de 1 mm. Las 

mediciones se realizaron a una velocidad de barrido de 20 nm/min con una resolución de 1 nm en 

el intervalo de 250 a 190 nm (región del UV lejano). El espectro final representa el promedio de 

tres acumulaciones individuales. Al espectro obtenido se le resto el espectro del blanco que 

corresponde a la señal de la solución amortiguadora sin proteína. Los valores observados se 

transformaron a valores de elipticidad molar media utilizando la siguiente ecuación: 
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              [𝛩]𝑥10−3(𝑚𝑖𝑙𝑖𝑔𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠 · 𝑐𝑚2 · 𝑑𝑚𝑜𝑙−1) =
𝐶𝐷𝑜𝑏𝑠 • 10−3

𝑙(𝑚𝑚)·[Proteína](µM)·R
            (15) 

 

Donde: Θ es la elipticidad molar media, CDobs corresponde a señal obtenida del equipo, 𝑙 es el paso 

de luz y R es el número de residuos de aminoácidos que contiene la proteína.  

 

8 RESULTADOS 

8.1 Obtención de las biomoléculas utilizadas en este trabajo 

La GTPasa Efl1 en versiones silvestre, mutantes R1086Q, L910K, T33A y doble mutante R1086Q-

P151L se purificaron utilizando dos cromatografías secuenciales. La primera fue una cromatografía 

de afinidad a iones de Ni2+ y la segunda una cromatografía de filtración en gel. El proceso de 

purificación se monitoreó mediante electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE para cada uno de 

los pasos. La banda en el carril de la extrema derecha de cada panel de la Figura 8 corresponden a 

la proteína Efl1 o mutantes (127 kDa) de los diferentes pasos cromatográficos realizados durante 

la purificación por cromatografía de afinidad. Mientras que la Figura 9 ilustra la purificación de 

Efl1 R1086Q mediante cromatografía de filtración en gel. En el primer carril de izquierda a derecha 

se observa la muestra concentrada que se utilizó en los subsecuentes experimentos. La Figura 10 

muestra las diferentes etapas de la purificación de Sdo1. 
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Figura 8. Purificación de la proteína Efl1 R1086Q y mutantes. Electroforesis SDS-PAGE al 7.5% 

correspondiente a la purificación mediante una cromatografía de afinidad a iones Ni2+. A) Efl1 silvestre. B) 

Efl1 R1086Q. C) Doble mutante Efl1 R1086Q+P151L. D) Ef1l L910K. Carril: 1 – fracción insoluble, 2 – 

fracción soluble, 3 – fracción no retenida, 4 – primer lavado con Amortiguador de lisis, 5 – lavado con 

Amortiguador de alta sal, 6 – segundo lavado con Amortiguador de lisis, 7 – elución, 8 – proteína 

concentrada. En todos los casos la banda del primer carril de derecha a izquierda para cada uno de los 

paneles corresponde a la proteína Efl1 silvestre o mutantes con un peso molecular aproximado de 127 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Purificación de la proteína Efl1 R1086Q mediante cromatografía de filtración en gel. 

Electroforesis SDS-PAGE al 7.5 %. De izquierda a derecha se observa la muestra concentrada y las 

fracciones eluídas de la columna. El peso molecular esperado es de 127 kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Purificación de la proteína Sdo1. Electroforesis SDS-PAGE al 12 %. M: marcador de peso 

molecular. Carril: 1 – fracción insoluble, 2 – fracción soluble, 3 – lavado con amortiguador de lisis, 4 – 

lavador con amortiguador de alta sal, 5 – elución de la cromatografía de afinidad a iones Ni2+, 6 – fracción 

no retenida por la columna de intercambio catiónico, 7 – elución de la columna de intercambio catiónico. 

La banda del carril 7 corresponde a la proteína pura con un peso molecular aproximado de 30 kDa. 
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El aislamiento de subunidades ribosomales 60S de levadura fue realizado a partir de la cepa S. 

cerevisiae JD1370 que es una cepa deficiente en proteasas y nucleasas. Los ribosomas que fueron 

previamente disociados en sus dos subunidades se separaron por ultracentrifugación en un 

gradiente lineal de sacarosa del 10-40 %. La Figura 11A muestra el perfil de disociación 

característico donde el pico mayoritario corresponde a la subunidad 60S y el minoritario a la 

subunidad 40S.  En el panel B se muestra la integridad de las proteínas de la subunidad 60S, con 

lo que se infiere que la subunidad ribosomal mantiene su estructura y se encuentra en condiciones 

para realizar los experimentos respectivos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Purificación de subunidades ribosomales 60S por centrifugación diferencial. (A) 

Fraccionamiento de las subunidades ribosomales separadas en un gradiente lineal de sacarosa. (B) 

Electroforesis SDS-PAGE al 12% de las proteínas presentes en la fracción ribosomal 60S. 

 

8.2 Energética de la interacción entre la mutante Efl1 R1086Q y los nucleótidos de 

guanina 

Para la caracterización termodinámica de la mutante Efl1 R1086Q con los nucleótidos de guanina, 

así como la evaluación del efecto del magnesio, se realizaron experimentos utilizando la técnica de 

calorimetría de titulación isotérmica la cual nos permitió estimar el ΔGb , ΔHb , -TΔSb , ΔCpb . La 

Figura 12 paneles A-B muestra ejemplos representativos de las isotermas de unión para la 

interacción de la GTPasa mutante con GTP, GDP, MgGTP y MgGDP. Para la unión con GTP y 

MgGTP el proceso de unión fue endotérmico (Figura 12A) contrario a la interacción con GDP y 

MgGDP, en donde se observa que la isoterma de unión corresponde a un proceso exotérmico 

(Figura 12B). La Tabla 3 muestra los parámetros termodinámicos obtenidos para la interacción con 
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nucleótidos de guanina en función de la temperatura. Para la unión con GTP y MgGTP el proceso 

fue entrópicamente dirigido. En ausencia del metal se observó un aumento de la constante de 

afinidad de aproximadamente tres veces a 35 °C (Kb = 178 mM-1) respecto al valor a 25 °C (Kb = 

60 mM-1), lo anterior debido a una contribución favorable de la entropía a 35 °C (- TSb =- 9.30) 

y desfavorable para la entalpía (Hb =1.9). En los experimentos con MgGTP, la afinidad no mostró 

cambios significativos a las tres temperaturas, observando el valor de Kb en un rango entre 61 mM-

1 y 76 mM-1. De la misma forma, la entropía no mostró cambios significativos respecto a la 

temperatura mostrando valores entre - 7.5 kcal mol-1 y -8.0 kcal mol-1. 

Para la unión con MgGDP la interacción fue entrópica y entálpicamente dirigida a 25 °C pasando 

a ser sólo entálpicamente dirigida a 35 °C, el cambio en las contribuciones entálpica y entrópica 

no se reflejó en variaciones significativas en la afinidad ya que el valor de Kb se mantuvo en un 

rango entre 35 mM-1 y 41 mM-1. En ausencia de Mg2+ el proceso fue entálpicamente dirigido a las 

tres temperaturas con un valor mínimo de - 6.6 kcal mol-1 – 25 °C y máximo de - 9.1 – 35 °C, a 

pesar de que el cambio en la entalpía haría más favorable la reacción a 35 °C, la afinidad casi no 

cambia por la compensación entrópica (Tabla 3).  

El cambio en la capacidad calorífica (ΔCpb) de la unión a GTP y GDP en presencia y ausencia de 

Mg2+ fue el parámetro que mostró la diferencia más significativa respecto a los demás parámetros 

termodinámicos. El ΔCpb es un parámetro que refleja la magnitud de las fluctuaciones en la entalpía 

del sistema, a nivel macroscópico se relaciona con el cambio en la superficie polar o apolar 

expuesta al solvente (ASA). La superficie apolar se encuentra conformada principalmente por 

átomos de carbono que interaccionan con el solvente, el cambio en la bioenergética que rige esta 

interacción se conoce como efecto hidrofóbico. Los cambios en la superficie polar son un 

indicativo de la dinámica principalmente de puentes de hidrógeno y su interacción con el solvente 

78. Para la unión de la GTPasa mutante con GTP y MgGTP observamos un ΔCpb positivo contrario 

a la unión con GDP y MgGDP que muestra un ΔCpb negativo y una diferencia de dos órdenes de 

magnitud entre ambos nucleótidos (Tabla 3). El signo negativo del ΔCpb es indicativo de que los 

residuos expuestos al solvente son principalmente de tipo polar cuando la mutante se une con GDP 

o MgGDP, contrario a la unión para GTP y MgGTP en donde la naturaleza de los residuos que se 

exponen al solvente son de tipo apolar.  
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Tabla 3. Parámetros termodinámicos de la unión de Efl1 R1086Q a nucleótidos de guanina determinados mediante calorimetría de titulación 

isotérmica. 

Ligando  
T 

(°C) 

Kb 

(mM−1) 

Kd 

(M) 

Gb 

(kcal mol−1) 

Hb 

(kcal mol−1) 

-TSb 

(kcal mol−1) 

Cpb 

(cal mol−1 K−1) 

Efl1 R1086Q 

GTP 

 25 61  7 16  2 −6.53 1.04  0.05 −7.57  

+Mg2+ 30 64  11 (8  0.7) 16  3 (125  11) −6.67 (−5.4) 1.07  0.03 (−6.4  0.4) −7.74 (1.0) 10  2 (−560  23) 

 35 76  10 13  2 −6.88 1.12  0.06 −8.0  

 25 60  18 17  5 −6.52 1.6  0.3 −8.12  

–Mg2+ 30 156  34 (4  0.3) 6  1 (250  19) −7.20 (−5.0) 1.7  0.1 (−7.3  0.3) −8.90 (2.3) 30  6 (−700  34) 

 35 178  28 6  1 −7.40 1.9  0.1 −9.30  

GDP 

 25 41  5 24  3 −6.29 −3.1  0.1 −3.19  

+Mg2+ 30 35  7 (27  3) 28  6 (37  4.1) −6.30 (−6.1) −4.1  0.6 (−5.6  0.2) −2.20 (−0.5) −270  40 (−310  5) 

 35 34  9 29  8 −6.39 −5.8  0.2 −0.59  

 25 336  47 3  0.4 −7.54 −6.6  0.2 −0.94  

–Mg2+ 30 245  37 (64  9) 4  0.6 (16  2.2) −7.47 (−6.7) −7.7  0.3 (−6.7  0.3) 0.22 (0.0) −250  17 (−318  35) 

 35 226  34 4  0.6 −7.55 −9.1  0.3 1.55  

Efl1 R1086Q P151L 

GTP 

 25 55  10 18  3 −6.5 −1.7  0.1 −4.8  

+Mg2+ 30 59  8 17  2 −6.6 −2.5  0.1 −4.1 −220  35 

 35 54  5 18  2 −6.7 −3.9  0.1 −2.8  

Los datos en paréntesis corresponden a los valores determinados para Efl1 silvestre reportados en [69]. 
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Figura 12. Caracterización termodinámica de la unión de Efl1 R1086Q con los nucleótidos de guanina. (A) 

Isotermas de unión de Efl1 R1086Q a GTP/MgGTP a 25°C. (B) Isotermas de unión de Efl1 R1086Q a 

GDP/MgGDP a 25°C. (C) Entalpía de unión en función de la temperatura. (D) Entropía de unión en función 

de la temperatura. GTP (●), MgGTP, (○) GDP, (■) MgGDP (□). 

 

El efecto de la unión de Efl1 R1086Q a nucleótidos de guanina y Mg2+ se encuentra contenida en 

la magnitud de la constante de asociación heterotrópica (), la cual se define por la relación de las 

constantes de unión al nucleótido en presencia de iones Mg2 respecto a cuando no los hay. La 

presencia de iones magnesio desestabiliza la interacción de la mutante con ambos nucleótidos como 

se observa en los valores de  menores a 1 (Tabla 4). Este efecto es contrario al observado para 

Efl1 silvestre en donde el magnesio favorece la afinidad por GTP ( =2 a 30 ° C) 69. Esta diferencia 

se debe principalmente a una entropía menos favorable de la mutante, lo cual sugiere diferencias 

en la solvatación de la enzima debido a cambios en su flexibilidad al interaccionar con GTP en 

comparación con la misma interacción para Efl1 silvestre. Mientras que el efecto de los iones 

magnesio es desfavorable para la unión de GDP, tanto para Efl1 silvestre como para la mutante. 
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Tabla 4. Efecto de los iones Mg2+ y Sdo1 en los parámetros de cooperatividad para la interacción 

heterotrópica de Efl1 R1086Q con los nucleótidos de guanina. 

Complejo Ligando T (C)  κ g (kcal mol−1) h (kcal mol−1) -Ts (kcal mol−1) 

Efecto del Mg2+ 

Efl1 R1086Q + 

Sdo1 

GTP 

25 0.6 0.3 2.9 −2.6 

30 0.3 0.6 0.9 −0.3 

35 0.5 0.5 −1.4 1.9 

GDP 

25 1.9 −0.4 0.3 −0.7 

30 3.7 −0.8 1.6 −2.4 

35 5.4 −1.0 2.7 −3.7 

Efl1 R1086Q 

– Sdo1 

GTP 

25 1.0 −0.1 −0.56 0.5 

30 0.4 (2) 0.6 (−0.4) −0.63 (0.9) 1.2 (−1.3) 

35 0.4 0.5 −0.78 1.3 

GDP 

25 0.1 1.3 3.5 −2.3 

30 0.1 (0.4) 1.2 (0.6) 3.6 (1.1) −2.4 (−0.5) 

35 0.2 1.2 3.3 −2.1 

Efecto de Sdo1 

Efl1 R1086Q + 

Mg2+ 

GTP 

25 0.6 0.3 −2.1 2.5 

30 0.3 0.7 −4.1 4.8 

35 0.3 0.9 −6.2 7.1 

GDP 

25 2.7 −0.6 1.0 −1.6 

30 3.6 −0.8 0.3 −1.1 

35 4.6 −0.9 0.5 −1.4 

Efl1 R1086Q 

– Mg2+ 

GTP 

25 1.0 0.0 −5.6 5.6 

30 0.3 (22.3) 0.7 (−1.8) −5.6 (5.2) 6.3 (−7.0) 

35 0.2 0.9 −5.6 6.5 

GDP 

25 0.2 1.06 4.2 −3.1 

30 0.1 (0.3) 1.2 (0.8) 2.3 (−0.7) −1.2 (1.5) 

35 0.1 1.3 1.2 0.5 

Los datos en paréntesis corresponden a los reportados en [69] para Efl1 silvestre. 

 

La unión ligando-proteína ocurre a nivel local a través de residuos que se localizan en el sitio de 

interacción. Sin embargo, el efecto de esta interacción frecuentemente es propagado a larga 

distancia induciendo un cambio conformacional. Uno de los primeros estudios realizados a la 
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GTPasa Efl1 (Ria1) consistió en realizar deleciones secuenciales en su extremo C-terminal (Δ13aa, 

Δ17aa, Δ22aa) 79. En la condición donde fueron deletados 22 residuos (Δ22aa), se observó la 

aparición de mutaciones supresoras intragénicas en los residuos P151L y T657M. Estas mutaciones 

supresoras corrigen el fenotipo de lento crecimiento como respuesta a la deleción de los 22 residuos 

en el extremo C-terminal de la proteína. Dado que la arginina 1086 se encuentra justo después de 

la deleción hipotetizamos que estas mutaciones supresoras podrían corregir en cierta medida los 

defectos de la mutación en este residuo. Para ello se expresó y purificó una versión de Efl1 doble 

mutante (R1086Q-P151L). El contenido de estructura secundaria de Efl1 R1086Q-P151L fue 

evaluado por dicroísmo circular. El espectro en el UV lejano mostró la firma típica de estructura 

secundaria tipo α-hélices y hojas β de la familia de proteínas EFL1, lo anterior es una combinación 

de alfa hélices de acuerdo con las bandas negativas a 208 y 222 nm y hojas beta de acuerdo con la 

señal negativa a 217 nm (Figura 13). En la Figura 13 se comparan los espectros de la proteína 

silvestre (línea color negro), la mutante R1086Q (línea color rojo) y la doble mutante R1086Q-

P151L (línea color azul). Existe una ligera diferencia en la magnitud de la señal de elipticidad 

molar entre Efl1 silvestre y la doble mutante, sin embargo, esta diferencia es más evidente en el 

rango de 208-225 nm en el espectro de la mutante R11086Q. Lo anterior puede tener dos 

explicaciones, la primera es que existen ligeras variaciones en la cuantificación de la muestra 

utilizada, debido a que cada uno de los experimentos fueron llevados a cabo de forma 

independiente. La segunda es que existen diferencias en la estructura secundaria de la mutante 

R1086Q en comparación con Efl1 silvestre y la doble mutante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Evaluación del contenido de estructura secundaria de la proteína Efl1 silvestre, mutante R1086Q 

y doble mutante R1086Q-P151L mediante dicroísmo circular en el UV-lejano, el espectro de dicroísmo 
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circular muestra diferencias en la magnitud de la elipticidad molar siendo la diferencia del espectro de la 

mutante R1086Q la más notable lo que sugiere posibles alteraciones en la estructura secundaria como 

consecuencia de la mutación. 

 

Los estudios termodinámicos de la interacción de la doble mutante Efl1 R1086Q-P151L con los 

nucleótidos de guanina mostraron que a 25°C la interacción con GTP es entrópicamente dirigida 

pasando a ser entálpicamente dirigida a 35°C. La afinidad por este nucleótido no mostró cambios 

significativos manteniéndose en un rango entre 55 mM-1 y 59 mM-1. Sin embargo, el efecto más 

notable lo observamos en el valor de la entropía que se invirtió respecto a la mutante R1086Q 

volviéndose exotérmico y con ello su impacto en el ΔCpb. Este parámetro recuperó su valor 

negativo (-220 cal mol-1 K-1) respecto a la mutante R1086Q, pero aún se encuentra alejado del ΔCpb 

reportado para la GTPasa silvestre (-560 cal mol-1 K-1) 69. En resumen, la firma termodinámica de 

la doble mutante muestra que la mutación supresora intragénica restablece parcialmente un cambio 

conformacional que expone al solvente residuos polares, pero sin llegar a una recuperación total 

de la conformación como la observada para Efl1 silvestre.  

El ΔCpb y el ΔSb son parámetros globales de un sistema. El ΔCpb puede ser disectado en dos 

contribuciones: una de ellas describe los cambios conformacionales de las moléculas que 

interactúan (ΔCpconf ), mientras que la segunda (ΔCprb) se relaciona con la cantidad de área que se 

oculta en la interfaz y se asume como una interacción de tipo cuerpo rígido entre la proteína y el 

ligando 68. Al igual que la capacidad calorífica, la entropía de unión (ΔSb) es la suma de tres 

contribuciones. La entropía de solvatación (ΔSsolv), la entropía roto-traslacional (ΔSr-t) y la entropía 

conformacional (ΔSconf). La primera se refiere al cambio en los grados de libertad de las moléculas 

de solvente que se liberan de la interfaz, la segunda describe el cambio en los grados de libertad de 

los ángulos de torsión de las moléculas que interactúan y la tercera describe el cambio en los grados 

de libertad por la rotación de enlaces sencillos 63. El ΔCpb de la unión de Efl1 R1086Q a 

GDP/MgGDP induce un cambio en la conformación donde participan 21 residuos que equivalen 

aproximadamente a un cambio en el área accesible a solvente de 1000 Å2 en la superficie de la 

GTPasa (Tabla 5). Por el contrario, en la unión con GTP/MgGTP se observa un efecto de cuerpo 

rígido que involucra un cambio conformacional donde se ocultan solo tres residuos no polares y se 

exponen tres residuos de naturaleza no polar. Lo anterior sugiere que prácticamente no existe 

cambio conformacional cuando la mutante une GTP/MgGTP. Lo anterior indica que Efl1 R1086Q 

adopta dos conformaciones distintas dependiendo del nucleótido al cual se encuentra unido. Por 
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otro lado, el número de residuos que cambian de conformación entre la Efl1 mutante y la silvestre 

como resultado de la unión con GTP/MgGTP es muy distinta. Para la silvestre el número de 

residuos fue de 66 y 51, mientras que para la mutante fueron 4 y 3 respectivamente. Este parámetro 

contrasta para la unión con GDP/MgGDP en donde el número de residuos es prácticamente igual; 

28 y 25 para la silvestre contra 21 para la mutante (Tabla 5). Lo anterior sugiere que el 

reconocimiento de la Efl1 por GTP/MgGTP se encuentra afectado. 

Las diferencias conformacionales de la mutante respecto del nucleótido al que se encuentra unido 

se evidencian a partir del análisis de entropía conformacional y de solvatación. Para GDP/MgGDP 

este parámetro mostró un valor desfavorable (-53 cal mol-1 K-1 y -49 cal mol-1 K-1 respectivamente), 

este valor negativo a nivel macroscópico se interpreta como un aumento en la rigidez de la proteína. 

En contraste, para la unión con GTP/MgGTP la entropía conformacional muestra una ganancia en 

los grados de libertad, es decir una entropía favorable (44 cal mol-1 K-1 vs 36 cal mol-1 K-1 

respectivamente). La entropía de solvatación (Ssolv) para el complejo GDP/MgGDP muestra un 

valor favorable que contrasta con valores ligeramente desfavorables para el complejo 

GTP/MgGTP, lo anterior indica que las moléculas de solvente que rodean la interfaz en ambos 

nucleótidos adoptan diferentes rearreglos.  

A su vez, la comparación de estos parámetros para la GTPasa mutante y la nativa igualmente 

apoyan diferencias en la conformación que adoptan estas proteínas al unir GTP/MgGTP. La 

proteína silvestre muestra una entropía conformacional desfavorable equiparada por la entropía de 

solvatación favorable. Mientras que la proteína mutante presenta una entropía conformacional 

grande dirigiendo la interacción. Este análisis junto con la diferencia grande en el número de 

residuos que cambian de conformación cuando la mutante interacciona con GTP/MgGTP, en 

comparación con los reportados para la GTPasa silvestre, apoyan la idea de que en el caso de Efl1 

los cambios locales son propagados por medio de interacciones cooperativas, pero estos son 

distintos en la proteína mutante. Por el contrario, en el caso de la unión con GDP/MgGDP los 

valores de ΔSsolv y ΔSconf son similares respecto a los reportados para la GTPasa silvestre (Tabla 

5). Por lo tanto, mutaciones puntuales pueden alterar la red de comunicación intramolecular con 

un impacto en el cambio conformacional de la proteína.  
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Tabla 5. Deconvolución del Cpb y Sb de la mutante Efl1 R1086Q sola y en complejo con Sdo1 en 

interacción con nucleótidos de guanina a 30 °C.  

Ligando  Cpb Cprb 𝚫𝐂𝐩𝒄𝒐𝒏𝒇 −∆𝑨𝑺𝑨𝒄𝒐𝒏𝒇 𝑵𝒄𝒐𝒏𝒇
𝒓𝒆𝒔

 Sb Ssolv Sconf 𝑵𝒄𝒐𝒏𝒇
𝒓𝒐𝒕𝒃  

Efl1 R1086Q 

GTP 

+Mg2+ 
10 

(−560) 

−25 

(−25) 

35 

(−535) 

−157 

(2401) 

3 

(51) 

25 

(−3) 

−2 

(143) 

36 

(−139) 

21 

(83) 

–Mg2+ 
30 

(−700) 

−11 

(−11) 

41 

(−689) 

−184 

(3092) 

4 

(66) 

29 

(−8) 

−7 

(179) 

44 

(−179) 

27 

(107) 

GDP 

+Mg2+ 
−270 

(−310) 

−48 

(−48) 

−222 

(−262) 

996 

(1176) 

21 

(25) 

7 

(2) 

65 

(79) 

−49 

(−70) 

30 

(42) 

–Mg2+ 
−250 

(−318) 

−30 

(−30) 

−220 

(−288) 

987 

(1293) 

21 

(28) 

−1 

(0) 

60 

(81) 

−53 

(−73) 

31 

44) 

Efl1 R1086Q • Sdo1 

GTP 

+Mg2+ −400 −25 −375 1683 36 9 96 −78 47 

–Mg2+ 
30 

(−90) 

−11 

(−11) 

41 

(−79) 

−184 

(355) 

4 

(8) 

9 

(16) 

−7 

(23) 

24 

(0) 

14 

(0) 

GDP 

+Mg2+ −315 −48 −267 1198 25 11 75 −57 34 

–Mg2+ 
−550 

(−640) 

−30 

(−30) 

−520 

(−610) 

2334 

(2738) 

50 

(58) 

3 

(−5) 

132 

(164) 

−121 

(−161) 

72 

(96) 

Efl1 R1086Q P151L 

GTP +Mg2+ −220 −25 −195 875 19 13 53 −31 19 

Las unidades para el ∆Cp y ∆S corresponden a cal mol-1 y Å2 para el ΔASA. El parámetro 𝑁𝑐𝑜𝑛𝑓
𝑟𝑒𝑠  corresponde 

al número de residuos que cambian de conformación, el valor se presenta en unidades absolutas. 𝑁𝑐𝑜𝑛𝑓
𝑟𝑒𝑠  

corresponde al número de enlaces rotables que cambian de conformación, el valor se presenta en unidades 

absolutas. Los datos en paréntesis fueron reportados en 69 para Efl1 silvestre. La metodología para calcular 

el ∆𝐴𝑆𝐴𝑐𝑜𝑛𝑓 se presenta en 69. El parámetro 𝑁𝑟𝑒𝑠 se calculó asumiendo que la superficie de cada residuo 

que se oculta en la superficie de una proteína corresponde a aproximadamente 47 Å2  80. 

 

8.3 Energética de unión del complejo Efl1 R1086Q•Sdo1 con los nucleótidos de guanina 

Diferentes estudios han demostrado que la proteína Sdo1 funciona como un efector de Efl1 

induciendo un cambio conformacional que predispone la unión de la GTPasa con el trinucleótido 

y debilitando la interacción con GDP 49 69. Como primer paso en el estudio del complejo binario 

Efl1 R1086Q•Sdo1, se determinó la firma termodinámica de la interacción de Efl1 R1086Q con 

Sdo1 (Inserción Figura 14A). La interacción fue entálpicamente dirigida con una contribución 
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entrópica que disminuyó conforme la temperatura aumentó. La afinidad se duplicó de 256 mM-1 - 

25°C a 543 mM-1 - 35°C debido a un aumento en la misma proporción de la entalpía que también 

se duplicó pasando de -4.3 kcal mol-1 - 25°C a -8.7 kcal mol-1 35°C. La afinidad de Efl1 R1086Q 

por Sdo1 disminuyó en un orden de magnitud comparado con Efl1 silvestre pasando de 3110 mM-

1 para la silvestre a 288 mM-1 para la mutante a 30°C (. 

 

Tabla 6). Mientras que el ΔCpb 
  para la interacción de la mutante con Sdo1 es la mitad del reportado 

para la proteína silvestre (-440 cal mol-1K-1 vs -860 cal mol-1K-1 respectivamente). Este cambio en 

el ΔCpb sugiere que cuando la mutante se une a Sdo1 existe una diferencia de aproximadamente la 

mitad de los residuos que se ocultan en la interfaz del complejo o que cambian de conformación 

comparado con los residuos de Efl1 silvestre en una o ambas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Caracterización termodinámica de la unión de Efl1R1086Q•Sdo1 a nucleótidos de guanina. (A) 

Isotermas de unión de Efl1 R1086Q a GTP/MgGTP a 25°C, el inserto muestra la transición calorimétrica 
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de la interacción de Sdo1 con la mutante en ausencia del nucleótido. (B) Isotermas de unión de 

Efl1R1086Q•Sdo1 a GDP/MgGDP. (C) Entalpía de unión en función de la temperatura. D) Entropía de 

unión en función de la temperatura. MgGTP ( ), GTP (●), (○) GDP (■), MgGDP (□). 

 

Tabla 6. Parámetros termodinámicos del complejo binario y ternario formado por Efl1 R1086Q, Sdo1 y 

nucleótidos de guanina determinados por calorimetría de titulación isotérmica. 

Ligando  

T 

(°C) 

Kb 

(mM−1) 

Kd 

(M) 

Gb 

(kcal mol−1) 

Hb 

(kcal mol−1) 

-TSb 

(kcal mol−1) 

Cpb 

(cal mol−1 K−1) 

Efl1 R1086Q 

Sdo1 

 25 256  47 3.9  0.7 −7.4 −4.3  0.1 −3.1 

−440  23 

(−860  31) 
 30 

288  56 

(3110  

630) 

3.4  0.6 

(0.3 

0.0) 

−7.6 

(−9.0) 

−6.3  0.2 

(−13.4  

0.4) 

−1.3 

(4.4) 

 35 543  76 1.8  0.2 −8.1 −8.7  0.1 0.6 

Efl1 R1086Q•Sdo1 

GTP 

+Mg2+ 

25 34  3 29  5 −6.2 −1.1  0.04 −5.1 

−400  11 30 17  1 58  7 −5.9 −3.0  0.2 −2.9 

35 19  2 52  7 −6.0 −5.1  0.4 −0.9 

 25 57  6 17  5 −6.5 −4.0  0.2 −2.5 

30  6 

(−90  5) 

–Mg2 30 

44  1 

(89  

12) 

23  7 

(11  1) 

−6.5 

(−6.8) 

−3.9  0.1 

(−2.1  0.2) 

−2.6 

(−4.7) 

 35 39  8 25  7 −6.5 −3.7  0.4 −2.8 

GDP 

+Mg2+ 

25 110  23 9  2 −6.9 −2.1  0.08 −4.7 

−315  9 30 125  14 8  1 −7.1 −3.8  0.05 −3.3 

35 158  18 6  1 −7.3 −5.3  0.11 −2.0 

–Mg2+ 25 57  1.5 17  0.5 −6.5 −2.5  0.4 −4.0 −550  18 
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30 

33  5.0 

(19  1) 

30  4 

(52  1) 

−6.3 

(−5.9) 

−5.4  0.6 

(−7.4  0.0) 

−1.0 

(1.5) 

(−640  34) 

35 29  4.2 34  5 −6.30 −8.0  0.8 1.7 

Los datos entre paréntesis corresponden a Efl1 silvestre y fueron reportados en [69]. 

 

A continuación, el complejo Efl1 R1086Q•Sdo1 se tituló con los nucleótidos de guanina y se 

determinaron los parámetros termodinámicos (. 

 

Tabla 6). La unión con GTP/MgGTP fue entálpica y entrópicamente dirigida. En presencia de iones 

magnesio la entropía disminuyó en función de la temperatura compensado por una entalpía 

favorable mientras que en ausencia de magnesio ambas contribuciones no mostraron cambios. Este 

efecto del metal en la unión del complejo con el trinucleótido resultó en un cambio grande en la 

capacidad calorífica de -400 cal mol-1 K-1 para MgGTP que contrasta con 30 cal mol-1 K-1 para la 

proteína sola, lo que a su vez refleja la gran diferencia en el número de residuos que cambian de 

conformación (36 vs 4) que además son opuestos en cuanto a polaridad (Tabla 5). 

La disección de la entropía de unión muestra una entropía de solvatación favorable y una entropía 

conformacional desfavorable para la interacción con MgGTP, esto indica un cambio grande en los 

grados de libertad de las moléculas de solvente que se liberan de la interfaz durante la formación 

del complejo. Este comportamiento contrasta en ausencia de magnesio, en donde la entropía de 

solvatación fue desfavorable y la entropía conformacional favorable, lo anterior refuerza la noción 

de que el magnesio tiene un efecto importante en el reconocimiento del nucleótido en presencia de 

Sdo1 y el subsecuente cambio conformacional.  

Los parámetros de cooperatividad muestran que el magnesio y Sdo1 desestabilizan la interacción 

del complejo Efl1 R1086Q con GTP (κ ≤ 1) debido a una entropía desfavorable (Tabla 4). Este 

comportamiento es opuesto al efecto de Sdo1 para Efl1 silvestre, en donde Sdo1 favorece la 

interacción entre 20 y 40 veces con GTP. Es importante señalar el efecto drástico en la entalpía de 

unión para GTP que pasa de ser un proceso endotérmico en la mutante sola a exotérmico para el 

complejo Efl1 R1086Q•Sdo1. En ausencia de magnesio, la afinidad del complejo con GTP 

disminuyó 3-4 veces comparado con la mutante sola, esto se explica por la diferencia en la 
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compensación entrópica-entálpica del complejo que no ocurre para la mutante sola en donde la 

unión solo es entrópicamente dirigida a las tres temperaturas estudiadas (Tablas 3 y 6).  

El cambio en la capacidad calorífica de 30 cal mol-1 K-1 sugiere que solamente cuatro residuos 

cambian de conformación entre la mutante sola y unida a Sdo1. En presencia de magnesio, la 

afinidad del complejo Efl1 R1086Q•Sdo1 con MgGTP disminuyó al aumentar la temperatura, de 

la misma forma se observa una entalpía favorable respecto a la mutante sola en donde la entalpía 

es desfavorable. Estas diferencias en las contribuciones termodinámicas tienen un efecto grande en 

la capacidad calorífica de la unión del trinucleótido con el complejo Efl1 R1086Q•Sdo1 y con la 

mutante sola, que se refleja en el número de residuos que cambian de conformación en ambos 

complejos (Tabla 5). Estos resultados sugieren que el magnesio tiene una gran influencia en las 

propiedades de la interacción del complejo Efl1 R1086Q•Sdo1 con GTP y que estas propiedades 

son muy diferentes a las observadas en la unión de Efl1 silvestre. 

La compensación entrópica-entálpica del complejo Efl1 R1086Q•Sdo1 unida a GDP/MgGDP fue 

similar. Para la unión a MgGDP, la afinidad aumenta 2-5 veces conforme la temperatura aumenta 

comparado con la afinidad en ausencia de magnesio, esto indica la importancia del metal en la 

afinidad del complejo por el dinucleótido (Tabla 6). La disección de la entropía de unión para la 

interacción con GDP y MgGDP, indica una entropía conformacional desfavorable que se compensa 

por una entropía de solvatación favorable aunque la compensación es de diferente magnitud, tanto 

los valores de la entropía conformacional como de solvatación son el doble en ausencia de 

magnesio. Esta diferencia se observa también en el número de residuos que cambian de 

conformación, 50 residuos en ausencia de magnesio vs 25 en presencia de magnesio, con un 

número equivalente de enlaces rotables que se rigidizan (Tabla 5). El análisis de los parámetros de 

cooperatividad muestra que el efecto de Sdo1 en la interacción de la mutante con el difosfato, 

depende de la presencia de magnesio (κ > 1) (Tabla 4). El ΔCpb de la mutante en interacción con 

MgGDP fue similar en presencia y ausencia de Sdo1 (ΔΔCpb -45 cal mol-1 K-1) que representa el 

ocultamiento de aproximadamente 4 residuos. 

Los resultados anteriores demuestran que el efecto de Sdo1 en los cambios conformacionales de la 

mutante unida a nucleótidos de guanina dependen de la presencia de iones magnesio, lo que sugiere 

que Sdo1 remodela el sitio de unión del nucleótido con el metal. En conjunto, nuestros resultados 

muestran que la mutación R1086Q afecta las interacciones que rigen el cambio conformacional de 

la GTPasa impidiendo que la mutante adopte la conformación observada en la Efl1 silvestre. 
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8.4 Cinética enzimática de mutantes de EFL1  

Con la finalidad de determinar posibles alteraciones en la catálisis como resultado de la mutación, 

se midieron los parámetros cinéticos de la mutante Efl1 R1086Q sola y unida a Sdo1 utilizando un 

ensayo enzimático acoplado con la enzima nucleósido purín fosforilasa (PNP) 81. Este análisis 

también se hizo con otra mutante reportada como patogénica que se localiza en el dominio IV 

(EFL1 M882K) que en la secuencia de levadura equivale a Efl1 L910K. Los valores de Km y la kcat 

se calcularon por medio de una regresión no lineal a la ecuación de Michaelis-Menten. Los 

parámetros cinéticos fueron casi idénticos para la mutante R1086Q comparados con los parámetros 

de Efl1 silvestre. La mutante L910K mostró una disminución del 13% en la kcat. La constante 

catalítica para la Efl1 R1086Q y Efl1 silvestre fue de 0.67 min-1, mientras que para la mutante 

L910K fue de 0.58 min-1. Los valores de la constante catalítica para el complejo binario de las 

mutantes unidas a Sdo1 no mostraron cambios significativos respecto al complejo de Efl1 

silvestre•Sdo1. Estos resultados muestran que estas mutaciones no alteran las propiedades 

catalíticas de Efl1.  

En línea con la noción de que Sdo1 funciona como un factor intercambiador de nucleótidos para 

Efl1, se ha demostrado que la interacción de la GTPasa silvestre con Sdo1 tiene un efecto en la Km 

disminuyendo su valor entre dos y tres veces 69 82 48. De acuerdo con esta observación previa, los 

valores de Km para los complejos formados por las mutantes con Sdo1 disminuyeron a la mitad 

respecto a los valores de las mutantes solas. El complejo de las mutantes R1086Q y L910K con 

Sdo1 mostró un valor aproximadamente 1.6 veces más grande que la Km de Efl1 silvestre con 

valores de 94 y 90 µM que contrastan con el valor de 53 µM para Efl1 silvestre (Tabla 7). La Km 

es un valor que engloba todas las constantes microscópicas de velocidad de unión y disociación 

con el sustrato y el producto, así como cambios conformacionales correspondientes. De esta forma 

el aumento en la Km para los complejos donde participan las mutantes sugiere que el 

reconocimiento de GTP se encuentra afectado debido a que Sdo1 no puede desencadenar el cambio 

conformacional que si ocurre en el complejo donde participa la GTPasa silvestre.  
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Tabla 7. Parámetros cinéticos para la actividad de Efl1 silvestre y mutantes, solas y en complejo con Sdo1. 

Molécula kcat (min-1) Km (µM) kcat / Km (M-1 s-1) 

Efl1 R1086Q 0.67  0.03 146  22 76  12 

Efl1 L910K 0.58  0.03 185  30 52  9 

Efl1 WT 0.67  0.02 155  2 72  10 

Efl1 R1086Q • Sdo1 0.67  0.02 84  7 131  11 

Efl1 L910K • Sdo1 0.75  0.03 90  9 140  15 

Efl1 WT • Sdo1 
0.64  0.01 53  3 200 11 

 

8.5 Interacción del complejo Efl1 R1086Q/WT•Sdo1•60S con los nucleótidos de guanina 

La interacción del complejo GTPasa•Sdo1•60S con GDP y GTP se estudió midiendo el cambio en 

la señal de fluorescencia de análogos fluorescentes de nucleótidos de guanina derivatizados con el 

grupo metilantraniloil (mant-). Los experimentos se realizaron en estado estacionario por 

excitación directa del mant-nucleótido a 355 nm y midiendo la intensidad de la emisión de 

fluorescencia en función de la concentración del nucleótido correspondiente. Para descartar la 

obtención de constantes de disociación aparentes por la presencia de GDP que pudiera originarse 

como resultado de la catálisis, se determinó la Kd para la unión de GTP a una mutante 

catalíticamente inactiva (Efl1 T33A) en el complejo ternario. La Kd para el complejo 

Efl1T33A•Sdo1•60S fue 24 µM, un valor comparable con los obtenidos para Efl1 silvestre y Efl1 

R1086Q que fueron 36 µM y 32 µM respectivamente (Figura 15). El valor calculado para la unión 

con la mutante catalíticamente inactiva, indica que la cantidad de GDP producto de la catálisis es 

despreciable y no interfiere en la medición de la afinidad para Efl1 silvestre y mutante R1086Q 

cuyos valores son comparables entere sí. La Kd para Efl1 R1086Q en el complejo ternario es el 

doble que el calculado para Efl1R1086Q sola (Tabla 3, Figura 15), esto implica una disminución 

en la afinidad con el trinucleótido. Sin embargo, este valor es prácticamente el mismo que el 

calculado para el complejo Efl1 R1086Q•Sdo1 lo que sugiere que la unión a GTP no promueve 

ningún cambio conformacional adicional al que promueve Sdo1 y la subsecuente unión al ribosoma 

no modifica la afinidad por el nucleótido. En otro orden de ideas, los datos de fluorescencia de la 

interacción del mant-GDP en presencia del complejo ternario se ajustó a dos modelos diferentes: 

el primero corresponde a un sitio de unión y el segundo a dos sitios distintos de unión (Figura 16). 

Debido a que la GTPasa solo presenta un sitio de unión al dinucleótido podría resultar 



47 
 

contraintuitivo el buen ajuste de los datos a un modelo de dos sitios distintos de unión. Sin embargo, 

el modelo actual del accionar de EFL1 y SBDS sugieren que una vez que ocurre la catálisis de 

GTP, EFL1 queda unida a GDP lo que promueve un cambio conformacional que libera de la 

subunidad 60S a ambas proteínas muy probablemente. Por lo tanto el ajuste de los datos a dos sitios 

distintos de unión podría explicarse por la existencia de dos poblaciones de la GTPasa en la 

disolución, una unida en complejo ternario y otra libre ya sea sola o con Sdo1, tal que la 

fluorescencia medida constituye la señal de ambas poblaciones (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Unión del mant-GTP con Efl1 R1086Q en complejo con Sdo1 y la subunidad ribosomal 60S. El 

mant-GTP fue excitado a 335 nm y su emisión a 450 nm se graficó en función de la concentración de 

nucleótido. Las líneas representan el ajuste a un modelo de un sitio de unión. El ajuste de los datos se hizo 

utilizando el programa Origin versión 5.0 (Origin lab Co). 
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Figura 16. Gráfico de unión del análogo fluorescente mant-GDP con la GTPasa Efl1 silvestre (WT) y la 

mutante Efl1 R1086Q unida a Sdo1 y la subunidad ribosomal 60S. A-B) Ajuste a un modelo de uno y dos 

sitios de unión del complejo Efl1 WT•Sdo1•60S. C-D) Ajuste a un modelo de uno y dos sitios de unión del 

complejo Efl1 R1086Q•Sdo1•60S. Los mant-nucleótidos fueron excitados a 355 nm y la emisión a 450 nm 

se graficó en función de la concentración de mant-GDP. Para el ajuste de los datos se utilizó el programa 

Origin versión 5.0 (Origin lab Co). 

 

9 DISCUSIÓN 

Los cambios conformacionales son procesos centrales en la función y regulación de las GTPasas 

que se caracterizan por presentar una conformación compacta al unir GTP y una elongada o abierta 

en interacción con GDP 83. A partir de la información conformacional inferida por los valores 

obtenidos de la firma termodinámica y la deconvolución del cambio en la entropía de unión, 

podemos sugerir que la conformación adoptada en presencia de GTP de la mutante Efl1 R1086Q 

es diferente al de Efl1 silvestre. El cambio en la capacidad calorífica de la mutante R1086Q al unir 

GTP y MgGTP mostró una diferencia de tres órdenes de magnitud respecto al mismo parámetro 

de la GTPasa silvestre. El valor ligeramente positivo del ∆Cpb observado para la mutante indica 

que el cambio conformacional es prácticamente nulo para la interacción con GTP/MgGTP, también 

sugiere que la naturaleza química de los residuos expuestos al solvente es principalmente de tipo 

apolar lo cual contrasta con el valor grande y negativo obtenidos para la GTPasa silvestre en donde 

de los residuos expuestos al solvente son principalmente de tipo polar. La hipótesis de que la 

mutación tiene un impacto en el cambio conformacional de la GTPasa se refuerza con el número 

de residuos que cambian de conformación. Para la interacción con GTP/MgGTP el valor fue de 4 

y 3 que contrasta fuertemente con el número de residuos reportados para la GTPasa silvestre de 66 

y 51 respectivamente.  

De forma general las GTPasas adoptan por lo menos dos estados conformacionales. El primero se 

denomina T y se refiere a la conformación unida a GTP, el segundo se denomina D y se refiere a 

la conformación en unión a GDP 84. Una de las funciones de la proteína efectora SBDS/Sdo1 es 

promover el cambio conformacional de Efl1/EFL1 al estado T actuando como un factor 

intercambiador de nucleótidos (GEF) en dicho estado la GTPasa adquiere una conformación que 

le permite unir al GTP 69. Para la interacción de Sdo1 con Efl1 R1086Q y Efl1 R1086Q•GTP, 

observamos el mismo valor del ∆Cpb (-440 cal mol-1 K-1) en la rama central y derecha del ciclo 

termodinámico de la Figura 14.  Este valor en el ∆Cpb puede tener su origen en el ocultamiento de 

los residuos que interaccionan en la interfaz o puede ser la contribución del cambio conformacional 

de Sdo1. Para la interacción de los mismos complejos, pero en presencia de Mg2+ (Figura 13) 
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observamos que la diferencia en los valores en el ∆Cpb es de -410 cal mol-1 K-1 (-850 cal mol-1 K-1 

vs -440 cal mol-1 K-1) por lo que esta diferencia corresponde al cambio conformacional de la 

GTPasa. Lo que refuerza la idea que la interacción de Efl1 R0186Q con Sdo1 no induce el cambio 

conformacional que si ocurre para la proteína silvestre. Sin embargo, con esta información es difícil 

discernir sí la Efl1 mutante en su forma apo ya se encuentra en la conformación activa similar a la 

que induce Sdo1 en la proteína silvestre, o sí la forma apo de la GTPasa mutante es una 

conformación alternativa. El cambio en la capacidad calorífica para la trayectoria de Efl1 silvestre 

al complejo Efl1 silvestre•Sdo1•GTP es de -950 cal mol-1 K-1 (véase la figura 5 de la referencia 69) 

casi el doble que el valor del ∆Cpb para misma trayectoria de la proteína mutante (-410 cal mol-1 

K-1). Estas diferencias sugieren que la conformación de la GTPasa mutante y la silvestre en 

complejo con Sdo1 y GTP son diferentes, e igualmente son diferentes para las proteínas apo. 

La interacción de la mutante unida a Sdo1 y el complejo unido a MgGDP presentan valores 

similares de ∆Cpb, mientras que en ausencia de Mg2+ el complejo Efl1 R1086Q•Sdo1•GDP muestra 

un cambio en la capacidad calorífica del doble respecto al observado en la mutante sola. Este 

parámetro a su vez correlaciona con el número de residuos que cambian de conformación. Lo 

anterior indica que la mutante adopta dos conformaciones diferentes una al unir GDP en presencia 

de iones magnesio, y otra inducida por la interacción con Sdo; lo cual es similar al comportamiento 

observado en Efl1 silvestre. Por lo que el reconocimiento del GTP por la proteína mutante está 

afectado y no así el del GDP. Con base en nuestros resultados podemos sugerir que Sdo1 induce 

rearreglos conformacionales en Efl1dependientes de la presencia de iones magnesio por los 

nucleótidos de guanina. Varios GEFs remodelan los switch 1 y 2 a través de repulsión hidrofóbica 

en el sitio de interacción del Mg2+ 85. Sin embargo, las estructuras reportadas de EFL1 en complejo 

con SBDS y la subunidad 60S (PDB 5ANB, 5ANC) localizan a SBDS lejos del dominio G de 

EFL1 por lo que el efecto que nosotros observamos solo podría ser explicado por un efecto 

alostérico a larga distancia. Las figuras 17 y 18 muestran un resumen del estudio termodinámico 

descrito en este trabajo. Con base en su análisis sugerimos que la GTPasa mutante Efl1 R1086Q 

en solución adopta tres diferentes conformaciones: 1) la primera es una conformación apo, que se 

observa para la mutante sola y en interacción con MgGTP o Sdo1 (Efl1 R1086Qapo), 2) una 

conformación que denominamos D-like , que observamos en interacción con MgGDP y en el 

complejo Efl1 R1086Q•Sdo1•MgGDP (Efl1 R1086QD), y 3) una conformación que denominamos 
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T*-like , que es diferente de la conformación observada en Efl1 silvestre (Efl1R1086QT*) y que 

ocurre cuando la mutante se encuentra unida a Sdo1•MgGTP.  

La mutante Efl1 R1086Q exhibe una dinámica conformacional compleja al interaccionar con 

ambos nucleótidos, así como con Sdo1. Sin embargo, esta difiere grandemente de su contraparte 

silvestre. La interacción de la mutante con nucleótidos de guanina en presencia y ausencia de Mg2+ 

es incapaz de inducir el efecto conformacional y energético observado en la GTPasa silvestre. En 

el caso de la mutante observamos que la afinidad por GDP se encuentra en el mismo orden de 

magnitud que el valor para el mismo equilibrio con la Efl1 silvestre. Nuestros resultados apoyan la 

hipótesis de que la mutación R1086Q en el dominio IV altera la comunicación intramolecular a 

larga distancia responsable del cambio conformacional, de tal forma que el reconocimiento de 

nucleótidos que ocurre en el dominio I no puede ser comunicado para propagar la transición 

conformacional respectiva. Las diferencias grandes en la firma termodinámica de la mutante unida 

a GTP/MgGTP en comparación con Efl1 silvestre pueden explicar su mal funcionamiento y ayudar 

a entender el origen molecular de SDS. 

Para evaluar el impacto que la mutación R1086Q puede tener en el contexto del complejo ternario 

se midieron las constantes de disociación para el complejo Efl1•Sdo1•60S en versiones silvestre y 

mutante a análogos fluorescentes mant-GTP y mant-GDP. Los valores de Kd para la interacción 

del complejo con mant-GTP no mostraron diferencia entre sí. Debido a que estos valores fueron 

obtenidos en experimentos en condiciones de equilibrio, la Kd calculada implícitamente contiene 

la contribución de los cambios conformacionales de la GTPasa como resultado de interaccionar 

con Sdo1 y la subunidad 60S. Por lo que podemos decir, que como resultado de la interacción con 

la subunidad ribosomal, la GTPasa experimenta un cambio conformacional mínimo o tal vez nulo 

posterior al cambio conformacional inicialmente inducido por Sdo1.  

Respecto a los parámetros cinéticos, observamos que para la mutante R1086Q y Efl1 silvestre la 

kcat  es igual con una ligera disminución para la mutante L910K. En presencia de la proteína efectora 

se observa el mismo efecto para el complejo con la mutante R1086Q y Efl1 silvestre, con un ligero 

aumento en complejo con la mutante L910K. De acuerdo a lo antes mencionado, no tenemos 

evidencia experimental que nos sugiera que alguna de las mutaciones mencionadas anteriormente 

afecta la catálisis. Es notable que en el caso de la Km observamos un aumento de este parámetro 

para el complejo de las mutantes con Sdo1. La Km calculada en estado estacionario incluye todas 

las constantes microscópicas de velocidad de la unión al sustrato, al producto y el cambio 
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conformacional correspondiente, de esta forma la diferencia en la Km de las mutantes en complejo 

con Sdo1 sugiere que el cambio conformacional inducido por la proteína efectora en las mutantes 

es diferente del cambio conformacional que induce en la GTPasa silvestre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Resumen de parámetros de los equilibrios acoplados entre la mutante Efl1 R1086Q, Sdo1 y 

nucleótidos de guanina en presencia de magnesio a una temperatura de 30°C. El análisis indica que la 

mutante adopta tres conformaciones distintas: (1) una apo que se observa en la enzima libre y unida a 

MgGTP o Sdo1 (Efl1 R1086Qapo), (2) una conformación D (Efl1 R1086QD) unida a MgGDP o 

MgGDP•Sdo1 y (3) una conformación T* que interactúa con MgGTP y Sdo1. Los datos en paréntesis 

corresponden a Efl1 silvestre y fueron reportados en [73]. Las unidades son Kb - mM-1; -TΔS y ΔH - kcal 

mol -1, ΔCpb - cal mol-1 K-1. 
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Figura 18. Equilibrios acoplados entre la mutante Efl1 R1086Q, Sdo1 y nucleótidos de guanina en ausencia 

de magnesio a 30°C. El análisis indica que la mutante Efl1 adopta tres diferentes conformaciones: la 

conformación apo se conserva independientemente si se encuentra unida a GTP o Sdo1 (Efl1 R1086Qapo) y 

la conformación D-like se observa unida a GDP (Efl1 R1086QD1) que sufre un cambio conformacional 

seguido de la unión con Sdo1 (Efl1 R1086QD2). Los datos en paréntesis corresponden a Efl1 silvestre y 

fueron reportados en [73]. Las unidades son; Kb - mM-1, -TΔS y ΔH - kcal mol -1, ΔCpb - cal mol-1 K-1 . 

 

 

10 CONCLUSIONES 

• El parámetro termodinámico ΔCp de la mutante Efl1 R1086Q para la interacción con GTP 

y MgGTP mostró una diferencia de tres órdenes de magnitud en comparación con el mismo 

parámetro calculado para Efl1 silvestre, esté parámetro es un indicador de la magnitud del 

cambio conformacional cuando una proteína se une a su sustrato en solución, Debido a lo 

anterior concluimos que la mutación altera el cambio conformacional de la GTPasa mutante 

Efl1 R1086Q al unir al trinucleótido. 

 

• De acuerdo a los parámetros termodinámicos no encontramos evidencia de que la mutación 

afecte la interacción con GDP/MgGDP. 

 

• Los parámetros cinéticos no muestran evidencia de que la mutación afecte la hidrólisis de 

GTP de Efl1 R1086Q. 

 

• La mutación R1086Q debilita la interacción de la GTPasa con su efector Sdo1 un orden de 

magnitud comparado con la proteína silvestre. 

 

• La Kd calculada para el complejo ternario GTPasa•Sdo1•60S, no muestran evidencia de que 

la mutación R1086Q afecte la interacción del complejo GTPasa•Sdo1 con la subunidad 

ribosomal 60S. 

 

 

PERSPECTIVAS 

Actualmente quedan muchas preguntas por responder en el estudio de la biogénesis ribosomal, 

gran parte de nuestro conocimiento en este campo se centra en el estudio de la biogénesis utilizando 
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como modelo de S. cerevisiae. Sin embargo, este proceso en humanos es más complejo e involucra 

niveles adicionales de regulación que no se encuentran presentes en levadura. Alteraciones en la 

biogénesis ribosomal en humanos se manifiesta a través de enfermedades llamadas ribosomopatias, 

estas enfermedades se manifiestan de forma tejido específica. En este estudio presentamos una 

explicación al mal funcionamiento de la GTPasa mutante Efl1 R1086Q de S. cerevisiae que es la 

mutación equivalente a EFL1 R1095Q que en humanos da origen a la enfermedad conocida como 

síndrome Swhachman-Diamond. Para entender mejor el origen genético de esta enfermedad, 

proponemos los siguientes estudios. 1) Determinar la firma termodinámica de la GTPasa EFL1 

sola y en complejo con SBDS (sistema de proteínas humanas). 2) Calcular las constantes de 

disociación de la unión de nucleótidos de guanina en presencia del complejo ternario 

GTPasa•SBDS/Sdo1•60s mediante la técnica de termoforesis capilar.  3) Calcular las constantes 

de disociación de la unión del complejo GTPasa•SBDS/Sdo1 en presencia de la subunidad 

ribosomal 60S (Figura 19). 4) La determinación de estas constantes permitiría alimentar a un 

sistema de ecuación de tal forma que sería posible estimar la población de ribosomas funcionales 

presentes en un tejido patogénico de esta forma elaborar un análisis comparativo respecto a la 

población de ribosomas presentes en un tejido sano. Estos estudios permitirían entender mejor la 

biogénesis ribosomal en humanos y su relación con las enfermedades que se originan por las 

alteraciones en dicho proceso. 
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Figura 19. Equilibrios acoplados entre la mutante Efl1 R1086Q, Sdo1 y nucleótidos de guanina en 

presencia de magnesio a 25°C. La figura muestra la constante de unión (Kb) calculada utilizando la técnica 

de fluorescencia en estado estacionario del complejo Efl1 R1086Q•SBDS•60S en presencia de MgGTP. Los 

signos de interrogación muestran las constantes pendientes de ser determinadas. 
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12 INFORMACIÓN SUPLEMENTARIA  

 

12.1 Soluciones y amortiguadores 

A continuación, se muestra la composición de las distintas disoluciones y amortiguadores utilizados 

en este trabajo. 

 

Solución Composición 

IPTG 1000X IPTG 1 M 

Electroforesis en gel de agarosa  

Amortiguador TAE 10X 4.48% Tris base, 1.14% ácido acético, 0.37% EDTA  

Electroforesis SDS-PAGE  

Gel concentrador H2O, acrilamida al 30%, SDS, PSA, TEMED Tris-

HCl 0.5 M pH 6.8. 

Gel separador Acrilamida al 30%, SDS, PSA, TEMED Tris-HCl 0.5 

M pH 8.8. 

Amortiguador de carga 4X 200 mM Tris-HCl pH 8, 400 mM β-mercaptoetanol, 

40% glicerol, 8% SDS, 0.4% azul de bromofenol. 

Solución fijadora SDS-PAGE Metanol 40 %, ácido acético 10 %. 

Solución de teñido 0.25% Azul de Coomassie G-250, 45% metanol, 10% 

ácido acético. 

Amortiguador de tanque 3% Tris base, 14.4% glicina, 1% SDS. 

Medios de cultivo  

Glucosa 20% Disolver 100 g de glucosa en 0.5 L de agua destilada. 

Esterilizar en autoclave.  

Galactosa 20%  Disolver 200 g de galactosa en 0.5 L de agua 

destilada. Esterilizar en autoclave. 

Medio LB (Luria-Bertani) Triptona 10 g, cloruro de sodio 10 g, excracto de 

levadura 5g, agar 15 g (para medio sólido), 1 L de 

agua destilada. Esterilizar en autoclave. Para el 

medio sólido se adiciona 2% agar. 

Medio YEP(D) Triptona 16 g, cloruro de sodio 5 g, extracto de 

levadura 10 g, 1 L de agua destilada. Esterilizar en 

autoclave, 2% de glucosa estéril previamente 

preparada al 20%. Para el medio sólido se adiciona 

2% agar. 
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Solución drop out para medio SD-

Ura 100X 

0.6 g L-leucina, 0.4 g L-triptofano, disolver en 100 

ml, filtrar por membrana de 0.22 mm . 

Medio SD-URA Base nitrógenada de levadura sin aminoácidos 8 g, 

casaminoácidos 11 g, drop out 1X, adenina 55 mg, 

tirosina 55 mg, 1 L de agua destilada, 2% de glucosa 

estéril previamente preparada al 20%. Esterilizar en 

autoclave. Para el medio sólido ajustar el pH de la 

solución a 5.8, y adicionar 2% agar. 

Purificación de Efl1 por cromatografía de afinidad a iones de Ni+2 

PMSF Solución 100 mM de PMSF en etanol o isopropanol 

anhidro 

Amortiguador de lisis 50 mM Hepes pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 

30 mM imidazol, 1 mM β-mercaptoetanol, 10% 

glicerol. 

Amortiguador de alta sal 50 mM Hepes pH 8.0, 2 M NaCl. 

Amortiguador de elución 50 mM Hepes pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl2 , 

300 mM imidazol, 10% glicerol. 

Amortiguador para columna 

Superdex 200 (filtración en gel) 

50 mM Hepes pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl2 , 

10% glicerol. 

Purificación de Sdo1 por cromatografía de afinidad a iones de Ni+2 

Solución de lisis 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 250 mM NaCl, 1 mM β-

mercaptoetanol, 20 mM imidazol. 

Solución de elución 50 mM Tris-HCl pH 7.2, 250 mM NaCl, 300 mM 

imidazol. 

Solución de alta sal 50 mM Tris-HCl pH 7.2, 1 M NaCl, 1 mM β-

mercaptoetanol, 20 mM imidazol. 

Purificación por intercambio catiónico 

Solución para equilibrar la columna 50 mM Tris-HCl pH 7.2, 100 mM NaCl. 

Solución de elución 50 mM Tris-HCl pH 7.2, 1 M NaCl, 5 mM β-

mercaptoetanol. 

Aislamiento de subunidades ribosomales 60S 

Amortiguador de lisis 100 mM Acetato de potasio, 20 mM Hepes-KOH pH 

7.4, 10.5 mM acetato de magnesio, 1 mg/ mL 

heparina, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM 

benzamidina, 0.5 mM EDTA. 

Colchón de sacarosa 100 mM Acetato de potasio, 20 mM Hepes-KOH pH 

7.4, 10.5 mM acetato de magnesio, 500 mM KCl, 1 
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M sacarosa, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM 

benzamidina, 0.5 mM EDTA. 

Amortiguador de alta sal 100 mM Acetato de potasio, 20 mM Hepes-KOH pH 

7.4, 10.5 mM acetato de magnesio, 800 mM KCl, 2 

mM DTT, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM benzamidina, 0.5 

mM EDTA. 

Amortiguador de disociación 50 mM Hepes-KOH pH 7.4, 10 µM cloruro de 

magnesio, 800 mM KCl, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 

0.1 mM benzamidina. 

Gradiente de sacarosa del 10 % al 

40 % 

50 mM Hepes-KOH pH 7.4, 10 µM cloruro de 

magnesio, 500 mM KCl, 2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 

0.1 mM benzamidina, 0.1 mM EDTA. 

Amortiguador de almacenamiento 100 mM Acetato de potasio, 20 mM Hepes-KOH pH 

7.4, 2.5 mM acetato de magnesio, 250 mM sacarosa, 

2 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 0.1 mM benzamidina. 

Calorimetría de titulación isotérmica  

Amortiguador de recambio 50 mM Hepes-KOH pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1 mM 

DTT, 5 mM cloruro de magnesio, 5% glicerol. 

Fluorescencia en equilibrio  

Amortiguador de recambio 100 mM Acetato de potasio, 20 mM Hepes-KOH pH 

7.4, 2.5 mM acetato de magnesio, 2 mM DTT, 0.1 

mM PMSF, 0.1 mM benzamidina, 50 mM sacarosa, 

8 mM putrescina, 1 mM espermidina. 
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