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RESUMEN. 

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima glucolítica que cataliza la 

interconversión entre la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehído 3-fosfato 

(GAP). La TIM se ha propuesto como blanco para el diseño de compuestos inactivadores 

específicos de especie en algunos parásitos. 

 

Aunque se cuenta con estudios sobre la inactivación de la TIM de Giardia lamblia 

(GlTIM) por el efecto de agentes derivatizantes de cisteínas, se sabe muy poco sobre los 

cambios estructurales que estos provocan. Los cambios de fluorescencia intrínseca de 

fluoróforos como el triptófano debido a su exposición al solvente, se utilizan para 

monitorear cambios estructurales en una gran variedad de proteínas. En el presente trabajo 

analizamos las propiedades fluorescentes de los 4 residuos de triptófano que presenta 

GlTIM; cada uno de ellos se sustituyó por fenilalanina mediante mutagénesis dirigida. Las 

mutantes sencillas que se analizaron fueron: W75F, W162F, W173F y W196F. La 

expresión de estos se realizó en un sistema bacteriano, mientras que su purificación se llevó 

a través de métodos cromatográficos. 

 

Las constantes cinéticas de cada una de las mutantes se determinaron. Al analizar los 

datos se observó que no hubieron cambios significativos con respecto a la proteína nativa, 

indicando que la inserción de la mutación no afecta el sitio catalítico de GlTIM. 

 

Los espectros de emisión de fluorescencia excitando a 295 nm mostraron que el W75 y 

W173 no contribuyen a la fluorescencia intrínseca de la enzima; mientras que el W162 

contribuye con el 50 % en GlTIM. En cuanto al W196 se observó que cuando no esta 

presente, la fluorescencia se incrementa más de un 100 %, posiblemente porque el W196 

apaga la fluorescencia de otro residuos de triptófano cercanos. Al analizar la estructura 

terciaria de GlTIM se puede observar que el par de triptófanos más cercanos entre sí son el 

162 y el 196. 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN. 

A) Importancia de Giardia lamblia en la salud. 

Giardia lamblia, también llamada G. duodenalis, o G. intestinalis, es el protozoario 

flagelado más comúnmente identificado en el tracto intestinal 43. La Organización Mundial 

de la Salud (OMS) estima que 280 millones de personas se infectan al año. La incidencia de 

giardiasis puede ser mayor en niños que residen en países en vías de desarrollo, y decrece 

del 2 al 7 % en algunas naciones industrializadas 43. La infección puede presentarse desde 

la lactancia, pero tiene sus picos máximos en los preescolares y escolares. 

a) Infección: 

El parásito se ingiere en su forma de quiste (forma infectiva), y se desenquista en el 

medio ácido del estómago dando lugar al trofozoito (forma activa). Este último se instala en 

la mucosa del duodeno o del yeyuno y se reproduce por fisión binaria 43. Los quistes son 

eliminados en las heces y según los estudios de brotes epidémicos acaecidos en varios 

países, se demostró que el agua tiene un papel importante en la transmisión, además 

cualquier alimento, fomites y moscas, pueden servir como vehículos 16. 

 

b) Tratamiento: 

Existe un número notable de fármacos para el tratamiento de los pacientes con 

giardiasis. La mayoría de éstos responden a un curso único de tratamiento, especialmente 

cuando se administran nitroimidazoles como el metronidazol, tinidazol y ornidazol 41, 43. 

 

El metronidazol, por ejemplo, puede modificarse selectivamente a una forma activa por 

algunas bacterias. Este compuesto contiene un grupo nitro que debe ser parcialmente 

reducido para que la molécula se vuelva activa. La reducción total del estado amino 

inactiva nuevamente a la molécula. Las bacterias anaerobias producen la reducción parcial, 

lo que rara vez logran las células del cuerpo humano o las bacterias aerobias. Esto es, la 

piruvato ferredoxin oxidorrecductasa (PFOR) decarboxila al piruvato y reduce a la 

Ferredoxin I (FdI), quien a cambio dona electrones a una ferredoxin putativa: NAD(P)H 

oxidorectasa (FNR). El parásito es protegido del daño oxidativo por la NADH oxidasa, 

quien reduce oxígeno directamente a agua. El grupo nitro del metronidazol (RNO2) es 

reducido a un radical nitro via reducción de FdI. El radical además podría sufrir una serie 

 



de reducciones para formar nitroso nocivo y radicales hidroxilamino, finalmente formando 

el inofensivo amino o podría sufrir descomposición para formar un radical imidazol y ion 

nitrito 42 (Fig. 1). 

 

 
Figura 1. La transferencia de electrones en Giardia lamblia y el mecanismo de activación del metronidazol 42. 

 

Los radicales tóxicos presumiblemente reaccionan con componentes esenciales de la 

célula. Se ha propuesto que la unión de los radicales libres al ADN, es el mecanismo por el 

cual el parásito muere 42. Éste es un ejemplo de síntesis letal porque las moléculas de ADN 

que contienen metronidazol son inestables. De esto se deduce que el metronidazol y los 

fármacos relacionados son particularmente útiles contra las bacterias anaerobias y contra 

las amebas, que también crecen de forma anaerobia. G. lamblia se le considera un parásito 

microaerofílico debido a que tiene un comportamiento homólogo con los microorganismos 

anaerobios. Este parásito presenta las proteínas necesarias para reducir al metronidazol e 

incorporarlo al ADN de G. lamblia 42. 

 

Sin embargo, los nitroimidazoles no son ideales. En menor medida la reducción parcial 

a los agentes activos ocurre en los tejidos normales, lo que conduce a la posible 

mutagénesis y probablemente a la carcinogénesis 36. Es importante mencionar que existen 

reportes de cepas resistentes de G. lamblia a metronidazol 41, 43, por lo que se está estudiado 

más a fondo dicho parásito y finalmente encontrar una manera de eliminarlo sin dañar al 

huésped. 

 

 

 

 



c) Metabolismo: 

Se sabe que G. lamblia presenta remanentes mitocondriales llamados mitosomas 13, 40, 

que no realizan la fosforilación oxidativa. G. lamblia lleva a cabo la glucólisis, siendo esta 

su vía principal para obtener ATP. Por lo que se ha propuesto el diseño de fármacos 

dirigidos hacia alguna enzima de la vía glucolítica, no sólo en G. lamblia sino también en 

otros parásitos como Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Entamoeba histolytica y 

Plasmodium falciparum 11, 34, 21. La enzima de la glucólisis que se ha estudiado con mayor 

énfasis en estos microorganismos es la triosafofato isomerasa (TIM ó TPI). 

 

B) Importancia de la TIM en la vía glucolítica. 

La TIM es una enzima glucolítica ubicua que cataliza la interconversión entre 

Dihidroxiacetonafosfato (DHAP) y Gliceraldehído – 3 – fosfato (GAP) (Fig. 2). 
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Figura 2. Esquema general de la vía glucolítica El asterisco señala la TIM. Donde HK = Hexocinasa, PGI = 

Fosfoglucosa isomerasa, PF = Fosfofructosa, ALOD = Aldolasa, TIM = Triosafosfato isomerasa, G3PDH = 

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenada, PGK = Fosfoglicerato, PGKM = Fosfoglicerato mutasa, ENO = 

Enolasa y PVK = Piruvato cinasa. 

 

 

 



Posterior a la reacción de la TIM conforme el GAP se utiliza en la reacción siguiente de 

la vía glucolítica, más DHAP se transforma en GAP para que estos dos compuestos 

mantengan su relación de equilibrio. En este punto, la glucosa se ha transformado en dos 

moléculas de GAP, finalizando así la fase preparatoria de la glucólisis. Hasta aquí se han 

consumido dos moléculas de ATP. Sin embargo, esta inversión permite transformar una 

glucosa en dos unidades de triosasfosfato, cada una de las cuales tiene un grupo fosforilo 

que puede convertirse en un compuesto de “alta energía”, cuya energía libre de hidrólisis 

puede acoplarse a la síntesis de ATP. Esta inversión en energía será devuelta con el doble 

de moléculas de ATP usadas, en la etapa final de la glucólisis. Las dos unidades de triosas 

fosforiladas son transformadas en dos moléculas de piruvato, con la síntesis acoplada de 

cuatro moléculas de ATP por molécula de glucosa 45. 

 

Por lo tanto, si se inhibe la acción de la TIM como lo han propuesto algunos grupos de 

investigación, sólo se obtendrían 2 moléculas de ATP por molécula de glucosa, las cuales 

únicamente servirían para reiniciar la glucólisis. En estas condiciones, el parásito no podría 

desarrollarse adecuadamente a falta de la producción de una molécula de GAP 11, 8, 34. 

 

C) Generalidades de la TIM 

a) Residuos catalíticos: 

Para que la GlTIM lleve acabo la interconversión entre DHAP y GAP, se requiere de la 

participación de tres residuos del sitio catalítico: el ácido glutámico situado en la posición 

170, cuyo carboxilo actúa como base, substrayendo un protón del sustrato; la histidina de la 

posición 96, cuyo anillo imidazol actúa como electrófilo, polarizando el grupo carbonilo del 

sustrato y permitiendo su enolización. El tercer residuo es la lisina de la posición 13, que es 

responsable de la especificidad de la enzima por su sustrato natural 12 (Fig. 3). 

 

 



 
Figura 3. Mecanismo de la reacción de DHAP a GAP por la TIM. 

 

b) Estructura que adopta la enzima: 

La TIM tiene una estructura denominada barril (α/β)8 debido a la conformación 

tridimensional que adopta, similar a un barril que contiene 8 hojas-β plegadas al centro, y 

rodeadas cada una de ellas por una α hélice. Ambas estructuras están unidas entre sí por 

asas, las cuales juegan un papel importante tanto en la integridad como en la catálisis de la 

enzima. Su sitio activo se localiza en la región central del barril (α/β)8 (Fig. 4). Dentro de 

las asas más importantes mencionamos el asa tres y seis. Al asa tres se le ha denominado 

asa de interfase o asa de interdigitación que contiene los residuos 64 al 80 (Fig. 5). De igual 

modo tenemos el asa 6, también llamada asa catalítica que incluye los residuos 173 al 182 

(Fig. 5). 
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Figura 4. Monómero de la TIM, donde se muestran las β-plegadas, las α-hélices, las asas, la K13, la H96 y 

finalmente el E170. 

 

Un monómero de TIM se encuentra conformado en promedio por 250 residuos de 

aminoácidos 30. Es una enzima que generalmente se encuentra formando dímeros; sin 

embargo, en algunos organismos hipertermófilos como Pyrococcus woesei, 

Methanothermus fervidus y Thermoproteus tenax, se encuentra como un tetrámero 18. 

 

López-Velázquez y cols, (2004) demostraron que la TIM de G. lamblia (GlTIM), 

presenta distintos estados oligoméricos; es decir, en forma dimérica y tetramérica. El 

tetrámero se constituye a través de la generación de un dímero de dímeros unido por 

puentes disulfuro entre dos monómeros 21, 33. 

 

 

 

 

 

 

 



D) Posición de los residuos de triptófano en GlTIM. 

Es de gran interés el estudio de los residuos de triptófano debido a que pueden utilizarse 

como una sonda para monitorear cambios conformacionales de las proteínas. Con ayuda de 

la espectroscopia de fluorescencia (Ver apéndice I) los Triptófanos proporcionan 

información de la estructura terciaria en distintas regiones de la molécula. Generalmente los 

residuos de W se localizan en distintas posiciones en la estructura de una proteína. 

 

La fluorescencia intrínseca de las proteínas se utiliza frecuentemente para monitorear 

cambios en los residuos aromáticos durante la disociación y/o desnaturalización de las 

proteínas inducida por urea, hidrocloruro de guanidinio (GdnHCl) y/o temperatura, durante 

la unión de un ligando o en presencia de un compuesto inactivador. En muchos casos 

también es factible incorporar residuos de W a la secuencia primaria de las proteínas. 

 

Actualmente se conoce la localización, orientación y ambiente de los diferentes 

aminoácidos de GlTIM; ya que nuestro grupo resolvió la estructura cristalográfica de dicha 

proteína. Además del cristal de GlTIM 33 se han cristalizado 14 estructuras para otras TIMs 
1, 2, 3, 4, 7, 20, 22, 24, 25, 29, 34, 44, 46, 47, 49. Una característica importante es que GlTIM tiene cuatro 

residuos de W en las posiciones: 75, 162, 173 y 196. 

 

El W75 se encuentra en la punta del asa 3, al lado de una región altamente conservada 

en las TIMs, la secuencia TGE (residuos 76, 77 y 78; Fig. 6). El residuo E78 a veces se 

encuentra como D en algunos parásitos. Se sabe que la secuencia TGE permite estabilizar 

la interacción entre subunidades. A esta zona de interacción denominada como interfase se 

le considera muy importante para la estabilidad de la proteína 38. Por lo tanto el W75 puede 

ser de gran utilidad para monitorear la región de la interfase en GlTIM. 

 

El W173 se encuentra en el asa 6, mientras que el W162 se localiza en una α-hélice 3-

10, entre la α-hélice 5 y hoja-β 6. El W196, está localizado en la α-hélice 6 (Fig. 5). 
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Figura 5. Monómero de GlTIM donde se acentúan los residuos de triptófano. El W75 en color rojo, el W162 

en color azul, el W173 en color rosa y finalmente el W196 en color verde. 

 

En la Figura 6 se alinearon las secuencias de la TIM de diferentes microorganismos: 

Trypanosoma brucei (TbTIM), Trypanosoma cruzi (TcTIM), Entamoeba histolytica 

(EhTIM), Leishmania mexicana (LmTIM), Plasmodium falciparum (PfTIM) y también la 

de Humano (HuTIM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



GlTIM           -MPARRPFIGGNFKCNGSLDFIKSHVAAIAA---HKIPDSVDVVIAPSAVHLSTAIAANT 56 
TbTIM           -MSKPQPIAAANWKCNGSQQSLSELIDLFNS---TSINHDVQCVVASTFVHLAMTKERLS 56 
TcTIM           MASKPQPIAAANWKCNGSESLLVPLIETLNA---ATFDHDVQCVVAPTFLHIPMTKARLT 57 
EhTIM           -MGAGKFVVGGNWKCNGTLASIETLTKGVAASVDAELAKKVEVIVGVPFIYIPKVQQILA 59 
LmTIM           MSAKPQPIAAANWKCNGTTASIEKLVQVFNE---HTISHDVQCVVAPTFVHIPLVQAKLR 57 
PfTIM           --MARKYFVAANWKCNGTLESIKSLTNSFNN--LDFDPSKLDVVVFPVSVHYDHTRKLLQ 56 
HuTIM           -APSRKFFVGGNWKMNGRKKNLGELITTLNA---AKVPADTEVVCAPPTAYIDFARQKLD 56 
                     : . ..*:* **    :      .          . : :      :   .      
                                      75 
GlTIM           S----KQLRIAAQNVYLEGNGAWTGETSVEMLQDMGLKHVIVGHSERRRIMGETDEQSAK 112 
TbTIM           H----PKFVIAAQNAIAK-SGAFTGEVSLPILKDFGVNWIVLGHSERRAYYGETNEIVAD 111 
TcTIM           N----PKFQIAAQNAITR-SGAFTGEVSLQILKDYGISWVVLGHSERRLYYGETNEIVAE 112 
EhTIM           GEANGANILVSAENAWTK-SGAYTGEVHVGMLVDCQVPYVILGHSERRQIFHESNEQVAE 118 
LmTIM           N----PKYVISAENAIAK-SGAFTGEVSMPILKDIGVHWVILGHSERRTYYGETDEIVAQ 112 
PfTIM           S-----KFSTGIQNVSKFGNGSYTGEVSAEIAKDLNIEYVIIGHFERRKYFHETDEDVRE 111 
HuTIM           -----PKIAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGQ 111 
                      :   . :*     .*::***    :  *     :::** ***    *::*   . 
                                                                162 
GlTIM           KAKRALEKGMTVIFCVGETLDERKANRTMEVNIAQLEALGKELGESKMLWKEVVIAYEPV 172 
TbTIM           KVAAAVASGFMVIACIGETLQERESGRTAVVVLTQIAAIAKKL--KKADWAKVVIAYEPV 169 
TcTIM           KVAQACAAGFHVIVCVGETNEEREAGRTAAVVLTQLAAVAQKL--SKEAWSRVVIAYEPV 170 
EhTIM           KVKVAIDAGLKVIACIGETEAQRIANQTEEVVAAQLKAINNAI--SKEAWKNIILAYEPV 176 
LmTIM           KVSEACKQGFMVIACIGETLQQREANQTAKVVLSQTSAIAAKL--TKDAWNQVVLAYEPV 170 
PfTIM           KLQASLKNNLKAVVCFGESLEQREQNKTIEVITKQVKAFVDLI----DNFDNVILAYEPL 167 
HuTIM           KVAHALSEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKVIADNV----KDWSKVVLAYEPV 167 
                *   :   .: .: *.**.  :*  . *  *   *  ..   :....  : .:::****: 
               173                    196 
GlTIM           WSIGTGVVATPEQAEEVHVGLRKWFAEKVCAEGAQHIRIIYGGSANGSNCEKLGQCPNID 232 
TbTIM           WAIGTGKVATPQQAQEAHALIRSWVSSKIGADVAGELRILYGGSVNGKNARTLYQQRDVN 229 
TcTIM           WAIGTGKVATPQQAQEVHELLRRWVRSKLGTDIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYQMRDIN 230 
EhTIM           WAIGTGKTATPDQAQEVHQYIRKWMTENISKEVAEATRIQYGGSVNPANCNELAKKADID 236 
LmTIM           WAIGTGKVATPEQAQEVHLLLRKWVSENIGTDVAAKLRILYGGSVNAANAATLYAKPDIN 230 
PfTIM           WAIGTGKTATPEQAQLVHKEIRKIVKDTCGEKQANQIRILYGGSVNTENCSSLIQQEDID 227 
HuTIM           WAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDAVAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVD 227 
                *:**** .***:**: .*  :*  . ..     *   ** ****..  ..  *    ::: 
 
GlTIM           GFLVGGASLKPEFMTMIDILTKTRT-- 257 
TbTIM           GFLVGGASLKPEFV---DIIKATQ--- 250 
TcTIM           GFLVGGASLKPEFV---EIIEATK--- 251 
EhTIM           GFLVGGASLDAAKFK--TIINSVSEKF 261 
LmTIM           GFLVGGASLKPEFR---DIIDATR--- 251 
PfTIM           GFLVGNASLKESFV---DIIKSAM--- 248 
HuTIM           GFLVGGASLKPEFV---DIINAKQ--- 248 
                *****.***.    .   *:        
Figura 6. Alineamiento de GlTIM, Trypanosoma brucei (TbTIM), Trypanosoma cruzi (TcTIM), Entamoeba 

histolytica (EhTIM), Leishmania mexicana (LmTIM), Plasmodium falciparum (PfTIM) y Humano (HuTIM). 
 

El alineamiento muestra que el W75 únicamente lo presenta GlTIM, mientras que al 

resto de las especies mostradas, presentan en esta posición equivalente una F o una Y. Cabe 

mencionar que aunque la EhTIM tiene un W75, no es equivalente al W75 de GlTIM. 

 

Los triptófanos de las posiciones 162 y 196 también se encuentran presentes en otras 

TIM’s. Sin embargo, en algunos otros organismos tales posiciones son ocupadas por 

residuos de alanina (A), isoleucina (I), leucina (L) o F. 

 



En cuanto al triptófano que se encuentra en la posición 173, es muy conservado en 

todas las especies. Sin embargo, es importante mencionar que en algunos organismos 

termofílicos en su lugar tienen un E o D. 

 

E) Fluorescencia. 

Para tener una mayor comprensión de los datos de fluorescencia intrínseca, es 

importante tener claro el concepto de fluorescencia y su relación con los residuos de W en 

las proteínas (Ver apéndice I). 

 

a) Concepto de fluorescencia: 

La absorción de la energía radiante por un átomo puede ocasionar la ionización de este 

último, o producir su excitación electrónica. En este trabajo estamos interesados en la 

última posibilidad. Un átomo excitado electrónicamente tiene un periodo de vida de unos 

10-7 a 10-8 segundos. Si entonces el átomo no sufre colisión con otra partícula a la cual 

puede pasar algo de su energía excesiva, se producirá una emisión de esta energía en forma 

parcial o total, y a este fenómeno se le conoce con el nombre de fluorescencia. Cuando los 

electrones excitados regresan a su condición inicial y emiten una radiación de frecuencia 

idéntica a la absorbida, obtenemos una fluorescencia de resonancia. Sin embargo, el 

electrón puede pasar también a un nivel energético intermedio entre los estados base y de 

excitación. La frecuencia de la fluorescencia emitida, ν’, será menor que la luz absorbida, 

ν. En raras ocasiones ν’ es mayor que ν, es decir, se emite más energía radiante de la que se 

absorbe. Si así sucediera es evidente que alguna energía cinética se convirtió en energía de 

movimiento interno que se irradia junto con la energía de excitación del átomo 26. Es por 

esto que la fluorescencia es una excelente prueba para investigar cambios conformacionales 

de proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 



b) Fluorescencia en proteínas: 

La fluorescencia que presentan las proteínas se debe a los aminoácidos que tienen 

grupos aromáticos como son: F, Y y W (Tabla 1). En el caso de las proteínas que tienen 

estos tres residuos (F, Y y W), la mayor contribución a la fluorescencia de la proteína se 

debe a los residuos de W. Esto se debe a que su absorbancia es mucho mayor que la de F y 

Y 6. Por esto se emplea más a la fluorescencia del W como parámetro de estudio de las 

proteínas. 

 

c) Parámetros en la fluorescencia: 

Los parámetros que se deben tomar en cuenta cuando se realizan mediciones de 

fluorescencia son: la longitud máxima de emisión, el tiempo de vida y la eficiencia 

cuántica. La longitud máxima de emisión es aquella longitud de onda en la que el 

fluoróforo tiene su máximo de fluorescencia. El tiempo de vida determina el tiempo 

disponible para que el fluoróforo interactúe en su medio ambiente; de ahí la información 

disponible de su emisión. Finalmente la eficiencia cuántica es el número de fotones 

emitidos relativos al número de fotones absorbidos 19. 

 

d) Perspectiva de los Triptófanos en la fluorescencia: 

Con el análisis de los Triptófanos se pueden obtener datos que proporcionen los 

cambios conformacionales que sufren las proteínas. Para asegurarse de que la fluorescencia 

observada sea emitida solo por estos residuos, es necesario excitar las proteínas a 295 nm o 

longitudes de onda más largos, donde la Y y la F no absorben. Cabe mencionar que la 

longitud de onda máxima de emisión del W libre en solución acuosa es de alrededor de 352 

nm y comienza a ser menor cuando el W se encuentra en un solvente apolar o en un 

ambiente hidrofóbico. Entonces se puede decir que cuando se encuentra en un ambiente de 

este tipo, el espectro del W se corre al azul; es decir, disminuye su longitud de onda 

máxima de emisión 35. 

 

 

 

 

 



Tabla 1. Nombre, volumen y estructura de tres aminoácidos aromáticos 6. 

Aminoácido. 
Volumen de Van 

der Waals (Å3). 
Estructura. 

Triptófano (Trp ó W). 163 

NH
NH2

O

OH

 

Fenilalanina (Phe ó F). 135 

NH2

O

OH

 

Tirosina (Tyr ó Y). 141 

OH

O

OH
NH2

 
 

 



ANTECEDENTES. 

Actualmente se han realizado estudios de fluorescencia intrínseca en TIMs como 

TbTIM, la cual tiene 5 residuos de W en las posiciones 12, 90, 159, 170 y 193. Para 

conocer la contribución que tiene cada uno de estos residuos en la fluorescencia intrínseca 

de la enzima, se realizaron mutantes de W que se sustituyeron por F mediante mutagénesis 

dirigida por PCR 5. Una mutante sencilla indica que solo se sustituyó uno de los residuos de 

W por una F, una mutante doble indica que se sustituyeron dos residuos de W por F. Solo 

se obtuvieron dos mutantes sencillas (W12F y W159F) y una mutante doble 

(W12F/W193F). Con las mutantes W90F, W170F y W193F se tuvieron problemas en la 

sobreexpresión y no pudieron obtenerse. Estudios de dicroísmo circular demostraron que 

las mutantes W12F, W15F y W12F/W193F contenían una estructura secundaria similar a la 

silvestre. También observaron que los parámetros cinéticos de estas tres mutantes eran muy 

similares a la silvestre, indicando así que no ocurrieron mayores cambios en el sitio 

catalítico. En cuanto a la fluorescencia se observó que las tres mutantes y la silvestre tenían 

la misma longitud de onda máxima de emisión (λmax = 322 nm). Los espectros de 

fluorescencia de la mutante W12F mostraron que el W12 contribuye con un 40 % de la 

intensidad de fluorescencia de la proteína silvestre. Para el caso de la mutante W159F se 

observó un espectro de emisión esencialmente idéntico al de la silvestre, sugiriendo que el 

W159 no contribuye al espectro de fluorescencia intrínseca de la enzima silvestre. En el 

caso de la doble mutante W12F/W193F, el espectro de fluorescencia mostró un 

decaimiento de sólo un 20 % en la intensidad. En este caso los autores propusieron que el 

W de la posición 193 podría estar apagando la fluorescencia de otro residuo de W. Para 

corroborar dicha hipótesis, determinaron las distancias que existen entre el W193 y cada 

uno de los Triptófanos presentes. Así, encontraron las siguientes distancias: W193 – W12 

33.0 Å; W193 – W90 20.2 Å; W193 – W170 22.3 Å y W193 – W159 6.1 Å. De modo que 

el W que podría estar apagando el W193 es el W159 debido a que se encuentra a una menor 

distancia en comparación con los Triptófanos restantes. Sin embargo, la hipótesis del 

apagamiento de la fluorescencia por el par 159-193 no se corroboró totalmente por carecer 

de la mutante sencilla W193F 5. Además, el análisis de los datos de fluorescencia permitió 

proponer qué regiones se exponen a lo largo del desplegamiento por GdnHCl en TbTIM. 

 

 



Por otro lado, Pattanaik y col (2003) estudiaron la contribución de los Triptófanos en 

PfTIM. Esta enzima cuenta con dos residuos de W en las posiciones 11 y 168 (Fig. 6). El 

W de la posición 168 es el equivalente al W173 en GlTIM. El W11 es parte del segmento 

amino-terminal de la interfase del dímero (equivalente al W12 en TbTIM). En este estudio, 

se realizaron mutantes que sólo contenían un residuo de W, lo que les permitió estudiar las 

propiedades de cada fluoróforo en la proteína. Los parámetros cinéticos mostraron que las 

dos proteínas mutantes eran similares a la silvestre. También realizaron estudios de 

dicroísmo circular donde se demostró que las enzimas mutantes y la silvestre presentaron 

una estructura secundaria similar. En el caso de la silvestre y la mutante W168F tuvieron un 

λmax de 331 y 332 nm, respectivamente; mientras que la mutante W11F emitió a 321 nm 

(corrimiento de 10 nm al azul). En cuanto a la fluorescencia intrínseca observaron que la 

mutante W11F presentaba un decaimiento del 70 % de intensidad de fluorescencia en 

comparación con la silvestre. La intensidad de fluorescencia de la mutante W168F 

disminuyó un 30 %. Tanto para el caso de TbTIM como para PfTIM, los autores 

concluyeron que el W12 y W11, respectivamente, son los responsables de la mayor 

contribución a la fluorescencia intrínseca de dichas proteínas. 

 
Tabla 2. Resumen de antecedentes de TbTIM y PfTIM. 

Parámetros cinéticos. Fluorescencia. 

Enzima. 

Número 
de 

Triptófa
nos. 

Proteínas 
obtenidas. Km 

(mM). 

kcat 
(min-1) 
X105. 

kcat/Km 
(mM-1min-1) 

X105. 

λmax 
(nm). 

%IF 
(%). 

TbTIM silvestre 0.2 0.87 4.3 322 100 
W12F 0.34 0.76 2.2 322 40 
W159F 0.28 1.07 6.3 322 * TbTIM 5 

W12F/W193F 0.65 1.12 1.7 322 20 
PfTIM silvestre 0.39 2.68 6.9 331 100 
W11F 0.33 1.55 4.7 321 70 PfTIM 2 
W168F 0.33 1.57 4.7 332 30 

* Similar a TbTIM silvestre. 
 

En el 2002 Rodríguez-Romero y cols, estudiaron la TIM de EhTIM, la cual cuenta con 

5 residuos de W en las posiciones 12, 75, 166, 177 y 200. En condiciones nativas el 

espectro de fluorescencia de la EhTIM mostró un λmax de 333 nm. Si este valor se compara 

con el que se obtiene en TbTIM (322 nm), existe una diferencia de 10 nm. Los autores 

 



sugieren que este comportamiento se debe a la diferencia de accesibilidad entre el W90 de 

TbTIM y el W75 de EhTIM. 

 

Actualmente se han realizado estudios de desnaturalización en GlTIM monitoreados por 

fluorescencia intrínseca, demostrando que en condiciones desnaturalizantes la proteína 

presenta mayor intensidad de fluorescencia que en condiciones nativas (un aumento mayor 

al 100 %). En condiciones desnaturalizantes la longitud de onda de emisión se recorre a 357 

nm, sugiriendo que los Triptófanos se encuentran expuestos al solvente. Al desdoblarse la 

proteína por el desnaturalizante, un W que podría estar apagado puede ahora emitir su 

florescencia debido a que el residuo que lo apagaba ahora se encontraría alejado. Por esta 

razón se propone que en GlTIM uno o más Triptófanos encuentran apagados en 

condiciones nativas (presentando un fenómeno de “quenching”). 

 



JUSTIFICACIÓN. 

Debido a la existencia de cepas resistentes a metronidazol de Giardia lamblia y al 

problema salud pública que este parásito genera en los países en vías de desarrollo; el grupo 

de trabajo ha propuesto a la triosafosfato isomerasa como blanco para el diseño de un 

fármaco especie-específico. 

 

En el caso de GlTIM la fluorescencia intrínseca debida a sus triptófanos ayudará a 

comprender la función y estructura de ésta enzima cuando se le trate a diferentes 

condiciones o con diferentes compuestos que a futuro podrían ser de utilidad para el diseño 

de un fármaco especie-específico para tratar a la giardiasis. 

 

HIPÓTESIS. 

Al sustituirse los triptófanos por fenilalanina en GlTIM, se podrá determinar la 

contribución a la fluorescencia intrínseca de cada uno, siempre y cuando no se afecte el 

medio que rodea a dichos triptófanos. 

 

OBJETIVOS. 

a) General: 

Determinar la participación de cada uno de los cuatro residuos de W en las 

propiedades fluorescentes de GlTIM. 

b) Particular: 

 Obtener cuatro mutantes sencillas sustituyendo un W por F: W75F, W162F, 

W173F y W196F. Esto a través de técnicas de mutagénesis dirigida por PCR. 

 Sobreexpresar las distintas proteínas mutantes en un sistema bacteriano. 

 Determinar las constantes cinéticas de las distintas proteínas mutantes 

mediante técnicas espectrofotométricas. 

 Determinar los espectros de emisión de fluorescencia de las distintas 

proteínas mutantes. 

 



METODOLOGÍA. 

1. Purificación del ADN. 

A partir de un cultivo de Escherichia coli de la cepa Top-10, se aisló el vector pET-3a 

que contenía el inserto del gen de GlTIM. Para lo cual, se utilizó la clona 13* del gen de 

GlTIM previamente generada en el Laboratorio de Bioquímica Genética 21, 27. La 

purificación del plásmido se realizó con un kit comercial (Rapid plasmid purification 

system). El método consiste en lisar las bacterias y extraer el ADN que se une a una 

columna de silica y se eluye con agua. Finalmente, para corroborar la purificación del 

plásmido, se prepararon geles de agarosa al 1 % (Ver Apéndice II). 

 

2. Diseño de los oligonucleótidos mutagénicos. 

Usualmente, los oligonucleótidos suelen tener un tamaño de 18 a 25 nucleótidos y por 

lo general, la pareja de oligonucleótidos utilizada en una amplificación debe tener una 

temperatura de alineamiento similar, con un máximo de 5ºC de diferencia entre ellos. Es 

importante revisar los posibles sitios de complementariedad entre oligonucleótidos y el 

ADN molde (Ver Apéndice III). 

 

Los oligonucleótidos mutagénicos para la generación de los genes mutantes se 

diseñaron a partir de la secuencia del gen de GlTIM (774 pb. Fig. 7) que se muestra en la 

Figura 6 28. Dicha secuencia se obtuvo a partir del GeneBank con el número de acceso 

L02021. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 atg cct gct cgt cgc ccc ttc atc ggc ggt aac ttc aag tgt aac ggc tct ctt gac ttt atc aag agc cac 
73 gtg gcg gca att gct gcc cat aag atc cct gat tcc gtg gac gtc gtc att gcc cct tcc gcc gta cac ctg 
145 tca aca gcc att gcg gca aac acg tca aaa cag ttg agg ata gca gcg cag aat gtg tac cta gag ggg 
214 aac ggg gcg tgg act ggc gag aca agt gtt gag atg ctt cag gac atg ggt ttg aag cat gtg ata gta 
283 ggg cac tct gaa aga cgc aga atc atg ggg gag acc gac gag caa agc gcc aag aag gct aag cgt gcc 
352 ctg gaa aag ggg atg acg gtc atc ttc tgc gtc gga gag acc ttg gac gag cgc aag gcc aac cgc acc 
421 atg gag gtg aac atc gcc cag ctt gag gcg ctt ggc aag gag ctc gga gag tcc aag atg ctc tgg aag 
490 gag gtt gtc att gct tac gag ccc gtg tgg tcc att ggc acg ggc gtg gtg gcc acg ccc gag cag gca 
559 gag gag gtc cat gtg ggg ctc cga aag tgg ttt gcg gag aag gtt tgt gcc gag ggc gca cag cat atc 
628 cgt atc att tac ggg gga tcg gcc aat gga agc aac tgc gag aag ctt ggc cag tgt ccg aat att gac ggc 
700 ttc ctt gtc ggt ggc gct tcc ctc aag ccg gag ttt atg acg atg atc gac att ctt acg aag acc cgt aca 
772 tag 
 

Figura 7. Secuencia de GlTIM. En negritas se muestran: el codón de inicio (atg), los aminoácidos tomados en 

cuenta para el diseño de los oligonucleótidos de cada W y el codón de término (tag). En letras itálicas y 

subrayadas, se muestran los tripletes para W (tgg) de cada una de las 4 posiciones. 

 

En la Tabla 3 se muestran las características de los oligonucleótidos mutagénicos. 

 
Tabla 3. Características de oligonucleótidos para cada mutante. 

Mutante. 

Tamaño del 

oligonucleótido 

(pb). 

Temperatura 

de 

alineamiento 

(ºC). 

Secuencia de 

oligonucleótidos 

5’ --- 3’ Forward 

(Fw). 

Secuencia de 

oligonucleótidos 

5’ --- 3’ Reverse 

(Rv). 

W75F 19 53 ggcgtttactggcgagaca tgtctcgccagtaaacgcc 

W162F 20 53 tgctctttaaggaggttgtc gacaacctccttaaagagca 

W173F 19 53 cgtgttttccattggcacg cgtgccaatggaaaacacg 

W196F 21 55 cgaaagttttttgcgcagaag cttctgcgcaaaaaactttcg 

 

3. Mutagénesis dirigida por PCR. 

3.1 Breve descripción: 

Los diferentes genes mutantes se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida por PCR 

(Ver Apéndice III) con el método de sobrelapamiento y extensión 14 a partir del gen de 

GlTIM. Con este método en la primera reacción (PCR-1) se amplificó la parte del gen, 

flanqueada por el oligonucleótido directo externo (T7 Promoter) y el oligonucleótido 

mutagénico reverso (Fig. 8). En el PCR-2 se amplificó el extremo contrario del gen con un 

 



oligonucleótido reverso externo (T7 Termineitor) y el oligonucleótido mutagénico directo. 

En el PCR-3 se combinaron los productos del PCR-1 y PCR-2 ya que estos son 

exactamente complementarios en uno de sus extremos; además se utilizaron los 

oligonucleótidos directo y reverso externos 9 (Fig. 8). 

 

PCR 1

PCR 2

PCR 1 oligo mutagénico

PCR 2 oligo mutagénico

desnaturalización / renaturalización

5'
5'

&

3'
3'

3' extensión

Mutagénesis completa

ADN MOLDE

ADN MOLDE

 
Figura 8. Esquema de cómo se lleva a cabo la mutagénesis dirigida por PCR 10. 

 

3.2 Condiciones experimentales: 

Las concentraciones que se emplearon para llevar a cabo las reacciones de PCR fueron 

las siguientes: dNTP’s 0.2 mM, T7 Promoter y T7 Terminator 200 ng, oligonucleótidos 

mutagénicos Rv y Fw (dependiendo de cada mutante: W75F, W162F, W173F y W196F) 

200 ng, ADN de GlTIM (Clona 13) 100 ng (para el caso del último PCR, se agregan 200 ng 

de los productos de PCR-1 y PCR-2), amortiguador MgSO4 1.5 mM, amortiguador High 

fidelity 10X (que contiene tris-SO4 600 mM, pH = 8.9, sulfato de amonio 180 mM) y Taq 

polimerasa 2.5 U. 

 

 



Una vez obtenido el amplificado del producto del último PCR, se realizaron digestiones 

con las enzimas de restricción BamHI y NdeI para la inserción del gen mutado en el vector 

pET-3a. 

 

4. Restricciones. 

Las condiciones para llevar a cabo las digestiones fueron: 1 μg del producto del PCR-3, 

1 μg del vector pET-3a, la enzima BamHI 10 U, la enzima NdeI 10 U y el amortiguador 2 

1X (Contiene Tris-HCl 10 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 150 mM, ditiotreitol 1 mM, pH = 7.9, 

BSA 100 µg/mL). Estas condiciones se emplearon con reactivos marca New England 

Biolabs. Las digestiones se realizaron en el horno de microondas por 6 ciclos y cada ciclo 

consta de calentar las muestras durante 20 segundos y posteriormente permitir un receso de 

2 minutos. Una vez terminados dichos ciclos, se corrió un gel de agarosa al 1 % (Ver 

Apéndice II); las bandas digeridas se aislaron y purificaron de la agarosa para 

posteriormente realizar la ligación. 

 

5. Ligación. 

Las condiciones para las ligaciones fueron: T4ADN ligasa 1 U, amortiguador 1X 

(Contiene Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, MgCl2 10 mM, ditiotreitol 10 mM, ATP 1 mM, BSA 

25 μg/mL), pET-3a digerido (Con las enzimas de restricción BamHI y NdeI) y el producto 

del PCR-3. La proporción que se agregó de pET-3a y del PCR-3 es de 1 a 3, 

respectivamente. La mezcla se incubó durante 12 hrs a 16ºC. 

 

6. Obtención del vector pET-3a. 

El gen de TcTIM se encuentra clonado en los sitios NdeI y BamHI en el vector pET-3a. 

Se realizaron digestiones con las enzimas NdeI-BamHI para obtener únicamente al vector 

pET-3a. El inserto de TcTIM se desechó y se empleó el vector pET-3a. 

 

Después de aislar el vector pET-3a, se realizó la subclonación (ligación) del inserto de 

las diferentes mutantes en dicho vector, utilizando las condiciones que se indican en el 

punto número 5 de la metodología. 

 

 



7. Transformación en bacterias E. coli de la cepa TOP-10. 

El producto de la clonación se incorporó en bacterias competentes E. coli de la cepa 

TOP-10 (Ver Apéndice VI). Se mezclaron el producto de la ligación con las bacterias 

competentes, se incubaron en hielo durante 30 minutos y se expusieron a un choque 

térmico, incubando a temperatura ambiente durante 3 minutos. Las bacterias posteriormente 

se resuspendieron en medio líquido LB sin ampicilina y se incubaron durante 30 minutos a 

37ºC con agitación constante. Las bacterias se centrifugaron a 12000 rpm y el botón se 

resuspendió nuevamente en medio líquido LB sin ampicilina. Las bacterias se sembraron en 

medio de cultivo sólido LB con 100 μg/mL de ampicilina y se incubaron a 37ºC durante 12 

horas. 

 

8. Secuenciación. 

A todas las colonias aisladas se les extrajo el ADN plasmídico y después se realizó un 

análisis de restricción con la enzima HindIII. Esto con la finalidad de seleccionar la colonia 

con el gen de GlTIM y no con el de TcTIM. Los productos de la digestión se corrieron en 

un gel de agarosa al 1% (Ver Apéndice II). Como controles, se utilizaron los genes 

silvestres de TcTIM (Negativo) y GlTIM (Positivo). Con esto se confirmó la clonación del 

gen con el tamaño correspondiente al del control positivo. 

 

Después de confirmar la presencia del gen de GlTIM, se secuenciaron mediante 

métodos automáticos. 

 

9. Transformación de bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3)pLysS para 

sobreexpresión. 

Una vez que se verificó que las secuencias de ADN fueran las adecuadas para cada 

mutación, estas se sobreexpresaron en bacterias competentes BL21(DE3)pLysS. La 

transformación se realizó como ya se indicó anteriormente (Ver apéndice IV). 

 

 

 

 

 



10. Sobreexpresión. 

10.1 Promotor T7: 

El vector pET-3a tiene una región de expresión controlada por el promotor T7. Para 

inducir la expresión del gen de la TIM de cualquiera de las mutantes, se agregó Isopropil-β-

D-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 0.4 mM, que induce la 

transcripción por la T7 ARN polimerasa. La T7 ARN polimerasa se une a este promotor e 

inicia la transcripción del gen. Este promotor puede inducirse selectivamente para asegurar 

que aproximadamente un 50 % de la producción de proteínas corresponda a la 

recombinante. 

 

10.2 Condiciones de sobreexpresión: 

Para llevar a cabo la sobreexpresión de las proteínas de GlTIM silvestre y las distintas 

mutantes de W (W75F, W162F, W173F y W196F) se probaron dos temperaturas durante la 

inducción, 30ºC y 37ºC, en cultivos de 7 mL, para después escalar la técnica. Lo anterior 

con la finalidad de encontrar la temperatura adecuada de sobreexpresión de las proteínas. El 

siguiente diagrama describe el procedimiento empleado. 

 

 
Figura 9. Diagrama de flujo del procedimiento que se llevó a cabo para realizar la sobreexpresión. 

 

 

 

 

 



11. Purificación. 

11.1 Purificación parcial. 

Se realizaron ensayos de purificación en cultivos de 100 mL para observar si las 

enzimas mutantes de GlTIM tenían actividad. Los cultivos con medio LB utilizados en la 

sobreexpresión de GlTIM silvestre y las distintas mutantes (W75F, W162F, W173F y 

W196F), se centrifugaron a 3000 rpm y el botón se resuspendió en 5 mL de PBS 1X (este 

contenía PMSF 2 mM disuelto en DMSO al 1 %). Las bacterias se rompieron por 

sonicación durante 4 ciclos (cada ciclo fue de 40 segundos de sonicación con 2 minutos de 

descanso). Las mutantes se centrifugaron a 13000 rpm durante 30 minutos a 4ºC y se 

colectó el sobrenadante. La purificación final de las enzimas se realizó utilizando el método 

descrito en López-Velázquez y col, (2004). A partir de 500 mL de medio de cultivo. 

 

12. Cuantificación de proteína. 

El proceso de purificación de la proteína fue seguido por el método de BCA (Ácido 

Bicinconínico; ver Apéndice V). Para determinar la concentración de las proteínas puras se 

utilizó la absorbancia del UV a 280 nm y fueron calculadas con la ley de Beer-Lambert y el 

cálculo de ε280. Este último se calculó de acuerdo a Pace y col (1995). Para GlTIM se 

determinó una ε280nm (M-1cm-1) = 26470; y para las mutantes = 20970. 

 

13. Cinética. 

La actividad catalítica de las proteínas se determinó en dirección de GAP a DHAP. 

Mediante métodos espectrofotométricos, siguiendo la disminución de la absorbancia a 340 

nm causada por la oxidación del NADH en un ensayo acoplado con la enzima α-glicerol-3-

fosfato deshidrogenasa (α-GDH) a 25ºC 11. 

 

Las actividades de todas las mutantes de GlTIM se midieron a pH de 7.4 a 25ºC en una 

mezcla de reacción que contenía trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, GAP 1 mM, 

NADH 0.2 mM y α - glicerol fosfato deshidrogenada 0.9 unidades. La reacción se inició 

con la adición de 5 ng de proteína por mL. El decaimiento en la absorbancia de la reacción 

a 340 nm se siguió con ayuda de un espectrofotómetro Cary 100. Para determinar los 

 



parámetros cinéticos se utilizaron las condiciones anteriormente mencionadas, excepto que 

la concentración de sustrato varió entre 0.4 a 3 mM. 

 

14. Fluorescencia intrínseca. 

Los espectros de emisión de fluorescencia (Ver apéndice I) se llevaron a cabo en un 

espectrofluorómetro Shimadzu RF5000U. Se utilizaron 100 μg/mL de proteína en todos los 

casos. La longitud de onda de excitación fue de 295 nm. El paso de la luz fue de 1.5 nm y 

15 nm para los slits de excitación y emisión, respectivamente. El espectro de emisión se 

cuantificó de 310 a 500 nm a 25ºC. Se utilizó una celda de cuarzo con un paso de luz de 1 

cm. Cada espectro obtenido fue el resultado del promedio de 5 repeticiones. Se utilizó 

como blanco el amortiguador de TE pH 7.4 (trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM,), 

mismo que se empleó para las diluciones de las proteínas. La emisión máxima de 

fluorescencia en nm (λmax) se calculó seleccionando el punto que exhibía la intensidad más 

alta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS. 

i. Obtención de genes mutantes. 

Para obtener los genes mutantes W75F, W162F, W173F y W196F, de la clona 13* de 

GlTIM se purificó el ADN, cuyo peso estimado es de 5374 pb (4600 pb del pET-3a + 774 

pb del gen. Fig. 10). 
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Figura 10. Gel de agarosa al 1% donde, en el carril 1 se observa la muestra extraída del ADN plasmídico y en 

el carril 2, el marcador de peso molecular (MP). 

 

A partir de este ADN se amplificaron los diferentes productos de PCR para cada 

mutante. La Tabla 4 muestra el peso esperado (pb) para cada producto de PCR. La Figura 

11 muestra los geles de agarosa, donde se observa el peso obtenido para cada producto de 

PCR. Estos amplificados se digirieron con las enzimas NdeI-BamHI para su posterior 

 



inserción en el vector pET-3a. Como se muestra en la figura 12, al momento de la digestión 

se eliminan 147 pb que permiten corroborar dicha digestión. 

 
Tabla 4. Tamaño de los productos de amplificación de los diferentes PCR’s de la mutagénesis. 

Mutante. 
Tamaño del producto 

del PCR-1 (pb). 

Tamaño del producto 

del PCR-2 (pb). 

Tamaño del producto 

del PCR-3 (pb). * 

W75F 316   624 921

W162F 577   364 921

W173F 610   330 921

W196F 679   263 921
* Tomando en cuenta que del T7Promoted al codón de inicio (ATG) del gen, son 79 pb y del codón de termino (TAG) al 

T7Terminator, son 68 pb. 
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Figura 11. Geles de agarosa al 1% donde se observan en el carril 1, el producto del PCR-1 de la mutante 

W75F; en el carril 2, el producto del PCR-2 de la mutante W75F; en el carril 3, MP de 1 kb plus de 

invitrogen; en el carril 4, MP; en el carril 5, el producto del PCR-1 de la mutante W162; en el carril 6, el 

producto de PCR-2 de la mutante W162; en el carril 7, MP; en el carril 8, el producto del PCR-1 de la 

mutante W173F; en el carril 9, el producto del PCR-2 de la mutante W173F; en el carril 10, el producto del 

PCR-1 de la mutante W196; en el carril 11, el producto del PCR-2 de la mutante W196 y en el carril 12, MP. 
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Figura 12. Ejemplo de un producto de PCR 3 donde se muestra en el carril 1, MP; carril 2, PCR3 sin digerir 

(921 pb) y carril 3, PCR3 digerido (774 pb) con Nde1-BamH1. 

 

Una vez obtenidas las distintas mutantes, se transformaron en E. coli, cepa Top-10. 

Como colonia positiva se seleccionó aquella que después de digerir su ADN con la enzima 

de restricción Hind III mostró un patrón de digestión igual al de GlTIM. Esto se realizó 

debido a que se partió de pET-3a que contenía clonado el gen de TcTIM (previamente 

digerido con NdeI-BamHI). HindIII digiere tanto en TcTIM como en GlTIM pero en 

distintas posiciones, de tal forma que se obtienen fragmentos con diferentes tamaños, lo que 

permitió diferenciarlos. Esta estrategia se utilizó para aumentar la eficiencia de clonación, 

en la Figura 13 se muestra un ejemplo de digestión con Hind III donde se obtienen tanto 

ADN de TcTIM como GlTIM. La colonia seleccionada como positiva se le extrajo ADN y 

se secuenció para corroborar la mutación y asegurar que no existían errores en la secuencia. 
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Figura 13. Gel de agarosa al 1% donde se observa en el carril 1, MP; carril 2, el control negativo (ADN de 

TcTIM); carril 3, el control positivo (ADN de GlTIM); carril 4, muestra de la clona A, carril 5, muestra de la 

clona B; carril 6, muestra de la clona C y carril 7, muestra de la clona D (positiva). 

 

ii. Sobreexpresión de GlTIM y las mutantes W75F, W162F, W173F y W196F. 

La Figura 14 muestra los extractos de bacterias recombinantes corridas en un gel de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE. Apéndice VI). Se probaron 

30 y 37ºC como temperaturas de inducción para la sobreexpresión. Tanto las enzimas de 

GlTIM silvestre como las mutantes se sobreexpresaron en ambas temperaturas. Sin 

embargo, los resultados muestran que las distintas mutaciones no afectan la sobreexpresión 

de la proteína. Finalmente se eligió la inducción a 30ºC ya que GlTIM silvestre se 

sobreexpresó mejor a 30ºC y así al hacer las comparaciones con las diferentes mutantes, se 

eliminaría esta variable. 
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Figura 14. Gel SDS-PAGE donde se observa en el carril 1; MP; carril 2, bacterias de GlTIM (silvestre) sin 

inducir; carril 3, bacterias inducidas a 30ºC; carril 4, bacterias inducidas a 37ºC; carril 5; bacterias de W162F 

sin inducir; carril 6, bacterias inducidas a 30ºC; carril 7, bacterias inducidas a 37ºC y finalmente en el carril 8, 

muestra purificada de GlTIM (Control Positivo). 

 

iii. Purificación. 

Una vez sobreexpresadas las distintas proteínas, se purificaron de acuerdo al protocolo 

previamente descrito por López-Velázquez y cols. 2004. 

 

La figura 15 muestra que las proteínas tienen una pureza mayor al 95 %, lográndose 

obtener entre 15 y 20 mg de proteína total para las distintas enzimas. 
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Figura 15. Gel de poliacrilamida donde se comparan las diferentes proteínas mutantes purificadas contra la 

proteína silvestre. (-) Ausencia de agente reductor (DTT) y (+) presencia de agente reductor. 

 

iv. Cinética. 

Para evaluar la integridad del sitio catalítico de las distintas proteínas mutantes se 

determinaron sus constantes cinéticas. 

 
Tabla 5. Parámetros cinéticos. 

Proteína. Km (mM). 
Vmax 

(μmol/min/mg). 

kcat (min-1) 

X105. 

kcat/Km (mM-1 

min-1) X105. 

GlTIM silvestre. 0.33 ± 0.03 4216 ± 119 2.3 ± 0.06 6.97 

W75F 0.74 ± 0.6 8825 ± 236 4.9 ± 0.13 6.62 

W162F 0.28 ± 0.03 3713 ± 118.46 2.06 ± 0.06 7.36 

W173F 0.94 ± 0.19 6656 ± 576 3.7 ± 0.3 3.94 

W196F 0.43 ± 0.05 4647 ± 174 2.6 ± 0.1 6.05 

 

Como se muestra en la Tabla 5, la Km de las mutantes W162 y W196F, son similares a 

la silvestre; no así para las mutantes W75F y W173F que presentan menor afinidad por su 

sustrato. Los valores de Vmax para estas dos últimas mutantes, aumentan. Por otra parte, los 

valores de eficiencia catalítica (kcat/Km) de las mutantes W75F y W196F fueron 1.8 y 1.1 

veces menor, respectivamente comparados con el valor de la silvestre. Este resultado 

 



sugiere que la sustitución de tales residuos en dichas posiciones afectó la eficiencia en la 

catálisis de estas mutantes (Ver en discusión). 

 

v. Evaluación de la fluorescencia intrínseca. 

La Figura 16 muestra los espectros de fluorescencia de las mutantes de GlTIM. 
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Figura 16. Espectros de fluorescencia intrínseca de la proteína GlTIM y las diferentes mutantes, con una 

longitud de onda de excitación de 295 nm. 

 

De acuerdo a los resultados anteriores, se calculó la longitud de onda de máxima 

emisión (λmax), la intensidad de fluorescencia (IF) y el porcentaje de la IF (%IF) 

considerando el 100 % a GlTIM (Tabla 6). 

 
Tabla 6. Datos de Fluorescencia intrínseca. 

 λmax (nm). IF (u.a). %IF (%). 

GlTIM 335   292 100

W75F 334   260 89

W162F 339   152 52

W173F 336   274 94

W196F 335   546 187

 



DISCUSIÓN. 

La construcción de las mutantes de triptófano (W75F, W162F, W173F y W196F) para la 

GlTIM proporcionó un estimado de la contribución de cada uno de los triptófanos en la 

fluorescencia intrínseca de la enzima. Debido a la gran sensibilidad y a la baja probabilidad 

de error, la técnica de mutagénesis dirigida fue de gran ayuda para la obtención de las 

mutantes. Al secuenciar el ADN de las clonas que consideramos positivas se confirmó la 

presencia tanto del gen de GlTIM, como de las mutantes en la posición correcta. 

 

Al purificar todas las proteínas, se observó la existencia de las especies diméricas y 

tetraméricas. Con ayuda de técnicas cromatográficas se aisló con facilidad la especie 

dimérica para trabajar con ella. El empleo de muestras libres de multímeros es de 

relevancia para este trabajo debido a que la formación del tetrámero genera una nueva 

interfase entre los dímeros, de la cual se desconoce por completo sus propiedades. Por 

tanto, no es posible predecir su efecto sobre las características de la fluorescencia intrínseca 

de los Triptófanos. Para eliminar la contribución de la variable anteriormente mencionada, 

se eligió trabajar con la especie dimérica. Más aún, debido a que la mayoría de los análisis 

de fluorescencia realizados en la TIM de otras especies han sido con homodímeros, el 

estudio de la forma dimérica de GlTIM nos permite comparar con tales antecedentes. 

Además de descartar la especie tetramérica, fue necesario evaluar si las proteínas 

colectadas presentaban actividad de TIM y para ello se empleó la reacción que lleva a cabo 

dicha enzima en dirección de GAP a DHAP. Es importante mencionar que durante todo el 

proceso de purificación se tomaron alícuotas para cuantificar proteína, de modo que cada 

una de las alícuotas fungió como controles del proceso. Esto es, las alícuotas que se 

tomaron se separaron en un gel de SDS-PAGE y se compararon con un control positivo 

para estar seguros de que la proteína de interés se encontraba en cada paso y así continuar 

con los siguientes experimentos. Aunado a esto, se realizaron ensayos de actividad con 

cada una de las alícuotas y determinar que las enzimas no se inactivaran durante el proceso 

de purificación. Después de que las proteínas mutantes se purificaron con una pureza mayor 

al 95 %, se les determinaron sus parámetros cinéticos. 

 

 



Las mutantes W75F y W173F presentaron cambios en estos parámetros con respecto a la 

silvestre (Tabla 5). Estas mutantes presentan menor afinidad por su sustrato, relacionado 

como un incremento en su Km, pero su velocidad de catálisis (kcat) aumenta de tal forma 

que su eficiencia catalítica no se modificó (kcat/Km). Recordemos que el W75 se encuentra 

en el asa 3 o asa de interfase (residuos 64 a 80). Un aumento en la Km de la mutante W75F 

posiblemente implicaría que se modificó el acomodamiento de esta asa al realizarse dicha 

sustitución. El asa 3 participa en la formación del dímero; es decir, el asa 3 de una 

subunidad forma uniones de van der Waals con las asas 1 (residuos 13 a 17) y 4 (residuos 

95 a 96) de la otra subunidad 38. Además, se forman puentes salinos entre la lisina 13 

(residuo catalítico) y al ácido glutámico 98 de la misma subunidad. Cabe mencionar que el 

ácido glutámico 98 forma también un puente de hidrógeno con la treonina 76 de la otra 

subunidad 37. La treonina 76 forma parte de la secuencia TGE, la cual es muy conservada 

(Figura 17). Si sustituimos al W75 por una F, es posible que el puente de hidrógeno entre la 

treonina 76 y el ácido glutámico 98, se vea afectado y por tanto la lisina 13 (con quien 

forma un puente salino) no se acomode adecuadamente. Por tanto, la especificidad por el 

sustrato podría disminuir. De modo similar podemos observar que el W173 que se 

encuentra en el asa 6 o asa catalítica (residuos 173 a 182) podría estar modificada 

tridimensionalmente a causa de la mutación. Se sabe que el grupo NH de una G176 que se 

encuentra dentro del asa 6, forma un puente de hidrógeno con el grupo fosfato del sustrato 

y esta integración asegura la transformación del sustrato 48. Es así que sustituir al W173 por 

una F, podría impedir la formación del puente de hidrógeno de la G176 con el grupo fosfato 

del sustrato. Otros estudios relacionados con el movimiento del asa 6 en su región amino 

terminal han demostrado que estabiliza la unión del sustrato. De hecho esta región amino 

terminal es altamente conservada de modo que modificaciones en ella pueden producir 

cambios en la catálisis de la enzima 48. 
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Figura 17. Acercamiento en la región de la interfase donde se localiza el W75 adyacente a la T76. El Oγ de la 

T76 de una subunidad, se encuentra a distancia de puente de hidrógeno con el Oε1 del E98 de la otra 

subunidad. Por otra parte, el Oε2 del E98 se encuentra a distancia de puente salino con el N2 K13 (residuo 

catalítico) de la misma subunidad. 

 

Para los parámetros cinéticos obtenidos en TbTIM 5 y PfTIM 32 se observaron diferencias 

entres los valores de la mutantes y su respectivas enzimas silvestres (Tabla 2). Sin embargo, 

al realizar estudios de dicroismo circular, se encontró que todas las mutantes de TbTIM y 

PfTIM tenían una estructura secundaria muy similar a la silvestre (Ver Fig 1 de Chánez-

Cárdenas y cols, 2002 y Fig. 2 de Pattanaik y cols, 2003; respectivamente). Con estos datos 

concluyen que a pesar de existir diferencias en los parámetros cinéticos éstos no modifican 

los resultados obtenidos del análisis de la fluorescencia intrínseca. 

 

Para el caso de GlTIM, las diferencias existentes entre los valores de los parámetros 

cinéticos entre GlTIM silvestre y sus diferentes mutantes (Tabla 5), son similares a las 

encontradas para TbTIM y PfTIM 5, 32 respectivamente. Por lo tanto se concluye que los 

 



resultados de dichos parámetros cinéticos se pueden tomar como válidos para realizar las 

determinaciones de la fluorescencia intrínseca. 

 

Para determinar la contribución de cada uno de los 4 residuos de W en las propiedades 

f

Los valores de λmax calculados para la silvestre y para las diferentes mutantes, fueron 

s

luorescentes de GlTIM se realizaron experimentos de emisión de fluorescencia, excitando 

a 295 nm. De los resultados (Fig. 16 y Tabla 6), se discute lo siguiente: 

 

imilares entre sí; excepto la mutante W162F (λmax = 339 nm. Fig. 16) que presenta un 

corrimiento hacia el rojo en el espectro de emisión de 4 nm. Esto sugiere un cambio en el 

ambiente cercano en cualquiera de los tres Triptófanos restantes. 

 

 Mutante W75F: 

centaje de la intensidad de fluorescencia (%IF) para tener un estimado 

de 

Se calculó el por

cuánto contribuye cada W a la fluorescencia intrínseca de la enzima. Se observó que el 

W75 no contribuyó significativamente a la fluorescencia intrínseca de la proteína, puesto 

que la mutante W75F presentó un %IF muy cercano al de la silvestre (89 %. Tabla 6). 

 

 Mutante W162F: 

162F se observó un comportamiento diferente a las otras mutantes 

pue

En la mutante W

sto que presentó un %IF de la mitad que la silvestre (52 %. Tabla 6), lo que significa 

que el W162 contribuye con la mitad de la fluorescencia intrínseca de la enzima (Fig. 16). 

 

 Mutante W173F: 

ntribuye significativamente a la fluorescencia intrínseca de la enzima 

(Ta

Esta mutante no co

bla 6). Por otro lado, los estudios de Pattanaik y cols (2003) sobre la PfTIM, muestran 

que el W168, que es equivalente en posición al W173 de GlTIM (Fig 5), presentó una 

disminución en la IF de un 30 %. Por lo que este caso fue contrario en GlTIM, el cual 

presentó un %IF muy cercano a la silvestre. Es importante recordar que PfTIM presenta 

solo 2 Triptófanos y el que contribuye con el 70 % de su fluorescencia es el W11. 

 

 



 Mutante W196F: 

ento un %IF de casi el doble que la silvestre (187 %. Tabla 6). Esto 

imp

 
96 y 

Esta mutante pres

lica que alguno de los tres Triptófanos que aún presenta esta mutante (W175, W162 y 

W173) fluoresce con mayor intensidad, pero que el W196 esta apagando su fluorescencia. 

Para evidenciar cuál residuo es el que fluoresce con esta intensidad, se calcularon las 

distancias entre el Cη2 del W196 y el Cη2 de cada uno de los Triptófanos con ayuda de las 

coordenadas cristalográficas de GlTIM (Figura 18). Se encontró que la distancia que existe 

entre el W196 - W75 es de 27.2 Å, W196 - W173 21.8 Å y W196 - W162 4.2 Å. Este 

último W se encuentra más cerca del W196, lo que sugiere que el W162 es el que emite el 

aumento de la intensidad de fluorescencia cuando el W196 no se encuentra apagándolo 

(Ver apéndice I). Como ya se mencionó en los antecedentes, se encontró que en 

condiciones desnaturalizantes la intensidad de fluorescencia de GlTIM aumenta, esto puede 

deberse al apagamiento del W162. 
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Figura 18. Monómero de GlTIM donde se exhiben los residuos de triptófano con un acercamiento del W1

el W162. Estos últimos forman la pareja de triptófanos con la menor distancia entre ellos  

 

 



Por otro lado, Chánez-Cárdenas y cols (2002) observaron que el W159 presentó una 

fluorescencia intrínseca igual a la TbTIM. Ellos sugieren que la TbTIM presenta un 

fenómeno de “quenching” o apagamiento del W193 sobre el W159. Este fenómeno de 

apagamiento se le conoce como apagamiento colisional y ocurre cuando el estado excitado 

del fluoróforo es desactivado por el contacto con alguna otra molécula en solución. A esta 

otra molécula se le denomina apagador o “quencher”. En este caso, la fluorescencia regresa 

al estado estacionario durante el choque difusivo con el apagador. Cabe mencionar que las 

moléculas no son alteradas en el proceso (Apéndice I). Si se comparan los resultados que se 

obtuvieron en este trabajo y los de Chánez-Cárdenas y cols, (2002) se aprecian similitudes 

interesantes. El W159 y el W193 de TbTIM son equivalentes al W162 y al W196 de 

GlTIM, respectivamente (Fig. 5). Lo anterior sugiere que el fenómeno de apagamiento 

ocurre en ambas enzimas aunque sean de diferentes microorganismos. Sin embargo, en 

TbTIM no se logró demostrar el fenómeno de apagamiento, debido a que no pudieron 

obtener la mutante W193F. 

 



CONCLUSIONES. 

 Los triptófanos 75 y 173, aparentemente, no contribuyen significativamente a la 

fluorescencia intrínseca de GlTIM. 

 El W162 contribuye en un 50 % en la fluorescencia intrínseca de GlTIM. 

 El W196 podría presentar un fenómeno de apagamiento sobre el W162. 

 

PERSPECTIVAS. 

Para confirmar si efectivamente ocurre un fenómeno de apagamiento del W196 sobre el 

W162 en GlTIM, es necesario obtener enzimas mutantes que tengan un solo W (mutantes 

triples). Esto permitirá tener más clara la contribución de cada uno de los residuos de W en 

la fluorescencia intrínseca de la enzima. 

 

Tanto las mutantes sencillas y triples nos permitirán a futuro realizar estudios de 

plegamiento y desplegamiento en GlTIM. También nos ayudará a determinar los cambios 

en la estructura terciaria de GlTIM que se produzcan por distintos compuestos 

inactivadores. 
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APÉNDICES 

Apéndice I: Fluorescencia. 

La fluorescencia de los W en las proteínas puede ser usada como prueba para relacionar 

el medio polar y con ello, detectar y seguir, los cambios conformacionales de las proteínas. 

Con esta información se puede obtener la función, estructura, desdoblamiento de las 

proteínas y las interacciones moleculares. Para asegurarse de que la emisión de 

fluorescencia solo provenga de los residuos de W, sin ningún disturbio de la excitación de 

los residuos de Y y F, la proteína regularmente se excita a 295 nm o a longitudes de onda 

más largos, donde la Y y la F no absorben 35. En proteínas que contienen residuos de Y y 

W, la fluorescencia de Y es escasamente detectable a 280 nm porque la emisión del W es 

mayor. En proteínas desnaturalizadas, la emisión de los W es frecuentemente desviada a 

pequeñas longitudes de onda alrededor de las Y, y se puede transferir la energía de Y a W 

en estado nativo. Las F son despreciables, ya que la intensidad de fluorescencia es muy 

pequeña y además transfiere su energía a W y Y 6. 

 

Es importante mencionar que para medir la fluorescencia, se deben de tomar en cuenta 

ciertos parámetros y los más importantes son: la longitud máxima de emisión, el tiempo de 

vida y la eficiencia cuántica (quantum yield). La longitud máxima de emisión es aquella 

longitud de onda en la que el fluoróforo tiene su máximo de fluorescencia; es decir, la 

longitud de onda donde fluórese más. El tiempo de vida determina el tiempo disponible 

para que el fluoróforo interactúe, con ó difunde, en su medio ambiente; de aquí la 

información disponible de su emisión. En cuanto al “quantum yield”, es el número de 

fotones emitidos relativos al número de fotones absorbidos 19. 

 

En la espectroscopia de fluorescencia podemos obtener dos tipos de espectros: 

a) El de excitación. 

b) El de emisión. 

 

El espectro de excitación se obtiene fijando cierta longitud de onda de emisión y el 

monocromador (ver más adelante) de excitación detecta las señales de absorción del 

fluoróforo. Cabe mencionar que la longitud de onda donde regularmente se fija, es el 

 



máximo de emisión (ver más adelante) para obtener mejores resultados. En cuanto al 

espectro de emisión, se obtiene fijando a cierta longitud de onda de excitación y, al igual 

que en anterior, el monocromador detecta las señales, pero en este caso, de emisión. Cabe 

mencionar que estos últimos espectros, dependen de las características del fluoróforo y del 

medio ambiente en el que se encuentre. 

 

Los espectros de emisión son lo más importantes para nuestros propósitos, puesto que 

los estudios de fluorescencia de proteínas, por lo general, se presentan en el espectro de 

emisión. 

 

Por otro lado, debemos mencionar que para medir la fluorescencia es necesario utilizar 

un instrumento denominado espectrofluorómetro, el cual está constituido básicamente por 

(Figura 19): 

 La fuente de luz que emite la radiación que, posteriormente interactúa con la muestra. 

Si irradia luz en un intervalo amplio de longitudes de onda, recibe el nombre de 

fuente continúa. Si irradia luz sólo en ciertas longitudes de onda específicas, recibe el 

nombre de fuente de líneas. 

 El monocromador es un sistema que permite separar bandas de luz estrechas, ya sea 

antes o después de la interacción de la luz con la muestra. Este se encuentra 

constituido por lentes, espejos, redes de difracción, prismas de refracción, rendijas, 

etc. 

 Un compartimiento para colocar la muestra en celdas o cubetas adecuadas, 

dependiendo de la región del espectro utilizada. 

 El detector es un sistema para la detección de la radiación que ha atravesado la 

muestra. Sus características dependen de la zona del espectro utilizada. Si la señal 

lumínica es transformada en señal eléctrica el sistema recibe el nombre de 

transductor. 

 Sistemas para la amplificación, transformación y comparación de la señal eléctrica 

para un registro posterior de ella. 

 Sistemas de registro de la señal mediante movimiento de agujas o señales digitales o 

registro gráfico o mediante sistemas computarizados. 

 



 

 
Figura 19. Esquema general de los componentes de un espectrofluorómetro. 

 

Dentro de las fuentes de luz se encuentran las lámparas de xenón. Este gas se encuentra 

a alta presión y provee de luz continua en un rango de 270-700nm. Estas lámparas tienen la 

ventaja de que no liberan ozono. Si se obtiene un espectro de excitación a 450 nm, este 

espectro muestra un cierto número de picos que deben ser corregidos. Esto es característico 

de las lámparas de Xe. 

 

El sistema monocromador consiste básicamente de (Figura 20): 

▪ Una rendija de entrada que proporciona una imagen óptica estrecha de la fuente de 

radiación. 

▪ Un lente colimador que hace paralela la radiación procedente de la rendija de 

entrada. 

▪ Una red de difracción o un prisma para dispersar la radiación incidente. 

▪ Otro lente colimador para reformar las imágenes de la rendija de entrada sobre la 

rendija de salida. 

▪ Una rendija de salida para aislar la banda espectral deseada, bloqueando toda la 

radiación dispersada excepto la del intervalo deseado. 

 

 



 
Figura 20. El sistema del monocromador. 

 

La función principal de un monocromador es la de proporcionar un haz de energía 

radiante con una longitud de onda nominal y una determinada anchura de banda. La salida 

espectral de cualquier monocromador usado con una fuente de radiación continua, 

independientemente de su distancia focal y anchura de rendijas, consiste de una gama de 

longitudes de onda con un valor promedio de longitud que se presenta en el indicador del 

monocromador. Por otro lado, otra función importante consiste en el ajuste del rendimiento 

de energía. Este puede aumentarse, aumentando el ancho de la rendija de salida, a costa de 

una mayor anchura de banda espectral que puede introducir desviaciones a la ley de Beer, 

porque ésta exige radiación monocromática. Sin embargo, los anchos de rendijas 

excesivamente pequeños provocan rendimientos de baja energía en la señal del detector, 

afectando la sensibilidad analítica como resultado de la degradación de la relación señal-

ruido. 

 

El funcionamiento de un monocromador comprende tres aspectos correlacionados: 

pureza de la radiación de salida, resolución y poder de captación de luz. La pureza la 

determina principalmente la cantidad de radiación dispersada mientras que la resolución 

depende de la dispersión y perfección en la formación de la imagen. Se requiere un poder 

de dispersión grande y un alto poder resolutivo en un monocromador, para medir con 

precisión las líneas discretas en los espectros de emisión o absorción atómica y para obtener 

los espectros de bandas angostas de absorción molecular 17. 

 

 



Cuando se elige un monocromador, generalmente se elige un monocromador de 

excitación que tenga gran eficiencia en el UV y uno de emisión que tenga gran eficiencia en 

el visible. 

 

Debemos mencionar que la intensidad de la fluorescencia puede decrecer por una gran 

variedad de procesos. A esto se le denomina apagamiento o “quenching” (en el idioma 

inglés). Existen varios tipos de apagamiento, pero los más mencionados son: El 

apagamiento colisional y el apagamiento que forma complejos. 

a) El apagamiento colisional, también llamado dinámico y ocurre cuando el estado 

excitado del fluoróforo es desactivado por el contacto con alguna otra molécula en 

solución. A esta otra molécula se le denomina apagador o “quencher” (en el idioma 

inglés). En este caso, la fluorescencia regresa al estado estacionario durante el 

choque difusivo con el apagador. Cabe mencionar que las moléculas no son 

alteradas en el proceso. 

b) El apagamiento que forma complejos, también llamado estático y es cuando la 

molécula forma complejos no fluorescentes con el apagador. Esto ocurre en el 

estado estacionario y no cuenta con difusión y choque molecular. 

 

Debido a lo anterior, el apagamiento de la fluorescencia puede indicar que tan 

accesibles son los fluoróforos a los apagadores. La velocidad de difusión de un apagador se 

afecta por la viscosidad del solvente y por la localización del fluoróforo. Es así que se 

puede investigar qué tan accesibles son los fluoróforos que se encuentran, por ejemplo, en 

membranas, y la permeabilidad a los apagadores. Aunque no todos los fluoróforos son 

apagados por los mismos apagadores, muchas veces es necesario elegir un par fluoróforo-

quencher. Existen muchas sustancias que actúan como apagadores, entre ellas se encuentra 

el oxigeno molecular, que difunde y apaga a casi todos los fluoróforos (apagamiento 

dinámico). Otros apagadores son el peróxido de hidrógeno, la arcrilamida, el yoduro, el 

óxido nitroso, la dicloroacetamida, etc. Estos apagan el grupo indol permitiendo conocer la 

accesibilidad de los residuos de triptófano y la permeabilidad de las proteínas a los 

apagadores. 

 

 



Apéndice II: Geles de agarosa al 1%. 

Los ADN’s purificados, digestiones, PCR’s, se corrieron en geles de agarosa al 1% 

(P/V) preparada en amortiguador TBE (tris-boratos 100 mM, EDTA 2 mM, pH = 8.0). La 

muestra se cargó en el gel con un amortiguador de carga que contiene azul de bromofenol 

0.25%, xilen cianol 0.25%, glicerol en agua al 30% (para un volumen final de 10 µl agregar 

2 µl del amortiguador de carga) mas 5 μg/mL de bromuro de etidio.  La electroforesis se 

llevó a cabo entre 100 y 120 V durante 30 minutos, observando el frente de corrimiento con 

los colorantes agregados al amortiguador de carga. Una vez llevada a cabo la electroforesis, 

se observan las bandas en un transiluminador de luz UV. 

 

Apéndice III: Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR). 

Las mutaciones se realizaron con ayuda de la técnica de PCR (Reacción en Cadena de 

la Polimerasa). En esta técnica, una muestra de ADN desnaturalizado se incuba en 

presencia de ADN polimerasa y dos oligonucleótidos cebadores que dirigen a la ADN 

polimerasa en la síntesis de nuevas hebras complementarias. Cada uno de los múltiples 

ciclos de este proceso dobla aproximadamente la cantidad de ADN presente, con lo que, 

empezando con una única copia del gen, el ADN se amplifica exponencialmente. En cada 

ciclo, las dos hebras del ADN dúplex se separan por desnaturalización técnica, los 

cebadores se aparean con sus segmentos complementarios en el ADN y la ADN polimerasa 

dirige la síntesis de las hebras complementarias. El uso de una ADN polimerasa estable al 

calor (de la bacteria termofílica Thermus aquaticus) elimina la necesidad de añadir nuevo 

enzima después de cada etapa de desnaturalización térmica. Así pues, cada ciclo de 

amplificación se controla sencillamente variando la temperatura 45. 

 

Veinticinco ciclos de amplificación por PCR aumentan la cantidad de secuencia de 

ADN en aproximadamente un millón de veces, con gran especificidad. De hecho, se ha 

demostrado que este método puede amplificar un ADN específico que está presente una 

única vez en una muestra de 105 células. Sin embargo, la presencia de contaminaciones, en 

el laboratorio o en la muestra a amplificar, debe ser evitada, ya que se podrían obtener 

productos de amplificación inespecíficos 45. 

 

 



Ciclos:  

Cada ciclo comprende los siguientes tres pasos: 

1) Desnaturalización: El ADN se calienta hasta que se separan las cadenas simples. 

2) Apareamiento: Las cadenas se aparean con un par de oligonucleótidos sintéticos 

específicos, de los cuales uno es complementario al extremo 5’ del gen o fragmento 

de ADN que se desea amplificar y el otro se aparea con el extremo 3’ del mismo, 

pero en la cadena opuesta. 

3) Extensión: Los oligonucleótidos actúan como iniciadores para que la ADN 

polimerasa termoestable sintetice a partir de los cuatro desoxirribonucleótidos 

(dNTPs) que usa como sustrato, las dos nuevas cadenas de ADN complementarias a 

las cadenas originales. Este ciclo se repite de 20 a 30 veces, lográndose en cada 

ciclo doblar la cantidad del ADN blanco. Con una reacción de PCR se logra 

amplificar de 106 a 107 veces el gen de interés 15. 

 

Posteriormente, basta un análisis directo por cortés con enzimas de restricción o 

hibridación con sondas no radiactivas para comprobar la identidad del gen amplificado. La 

técnica permite además el análisis simultáneo de dos o más secuencias (PCR multiplex). 

 

Oligonucleótidos:  

La elección de primers u oligonucleótidos debe ser cuidadosamente calculada, y 

normalmente es el factor más crítico a la hora de diseñar una amplificación (sea utilizando 

primers específicos, que identifican una secuencia única, o primers degenerados, que 

identifican varias secuencias de diferentes organismos). Habitualmente, los primers suelen 

tener un tamaño de 18 a 25 nucleótidos. 

 

En general, la pareja de primers utilizada en una amplificación debe tener una 

temperatura de alineamiento similar, con un máximo de 5 ºC de diferencia entre ellos. 

 

Se recomienda revisar los posibles sitios de complementariedad entre primers y el ADN 

molde. Además, los primers no deben ser auto-complementarios, con el fin de evitar 

 



formación de estructuras secundarias y dímeros de primers que podrían bajar la eficiencia 

global de la reacción. 

 

 Temperatura de alineamiento de los oligonucleótidos: 

La temperatura de alineamiento (Tm) se calcula en base a la siguiente fórmula: 

 

Tm= 4 (G + C) + 2 (A + T) - 5 

 

G, C, A, T - número de los correspondientes nucleótidos en el primer. 

 

La temperatura de hibridación o alineamiento debe ser aproximadamente 5 ºC menor 

que la temperatura de fusión. En algunos experimentos, la temperatura de alineamiento 

puede ser hasta 15 ºC más baja que la temperatura de fusión. 

 

Concentración de MgCl2:  

Los iones Mg+2 son necesarios para la correcta catálisis de las ADN polimerasas. Sin 

embargo, forman complejos con los dNTP’s, primers y moldes de ADN, disminuyendo la 

eficiencia de la reacción. 

 

Una concentración baja de iones Mg+2 resulta en un bajo rendimiento de amplificación, 

mientras que una concentración excesiva puede causar la obtención de productos 

inespecíficos, así como disminuir la fidelidad de copia. 

 

A una concentración final de dNTP’s de 0.2 mM, la concentración habitual de MgCl2 

suele estar en el rango de 2.0 ± 0.25 mM. 

 

dNTP’s:  

La concentración final más habitual en una reacción de amplificación para este reactivo 

es 200 µM. Es fundamental tener una concentración equimolar de los cuatro dNTPs (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP), ya que el desequilibrio en las concentraciones, aunque sea tan sólo en 

un dNTP, disminuye el rendimiento de la reacción, y favorece la incorporación errónea de 

 



nuevas bases, con lo que aumenta la tasa de error de copia. Cuando se requiere la máxima 

fidelidad de copia, la concentración final de dNTPs debe estar en el rango de 10-50 µM, ya 

que la fidelidad de síntesis es máxima en estos valores. 

 

El ADN molde:  

Debe calcularse cuidadosamente la concentración inicial de ADN molde añadido a la 

reacción. Como regla general, el rango de concentraciones debe estar entre 0.01 -1 ng para 

ADN de plásmido o fago, y 0.1 -1 µg para ADN genómico, en un volumen total de 

reacción de 100 µl. 

 

El uso de cantidades excesivas de ADN molde reduce el rendimiento de la reacción, ya 

que puede inhibir la polimerasa (inhibición por exceso de sustrato), o bien aumentar la 

cantidad de productos inespecíficos de amplificación. 

 

ADN polimerasa:  

Habitualmente, se suelen utilizar de 2 a 3 unidades de ADN polimerasa en una reacción 

de volumen 100 µl. Concentraciones superiores de ADN polimerasa pueden causar la 

síntesis de productos inespecíficos. 

 

Apéndice IV: Células competentes. 

Las células competentes se prepararon por incubación en un amortiguador con cloruro 

de rubidio y calcio para la modificación de la membrana celular. Un cultivo de 100 mL y 

A600nm de aproximadamente 0.6 se centrifugó a 2500 rpm durante 25 minutos. El botón 

celular se resuspendió en 40 mL de amortiguador TfbI (CH3COOK 30 mM, MnCl2 50 mM, 

RbCl 100 mM, CaCl2 10 mM, glicerol 12% y pH = 5.8) y se incubó en hielo durante 2 

horas. Posteriormente, las células se volvieron a centrifugar y el botón se resuspendió en 4 

mL del amortiguador TfbII (MOPS 10 Mm pH = 7.0, CaCl2 75 mM, RbCl 10 mM y 

glicerol 12%) incubando en hielo durante 1 hora. Toda la técnica se realizó en condiciones 

de esterilidad. Se prepararon células competentes de varias cepas, realizando los controles 

respectivos para determinar la eficiencia de transformación, con ADN’s previamente 

purificados. 

 



Apéndice V: Cuantificación de proteína por el método del Ácido Bicinconínico. 

Debido al amortiguador con el que se trabajaron las proteínas, los métodos de 

cuantificación de Lowry y Bradford no fueron adecuados puesto que no tienen tanta 

tolerancia a las sales como el método del ácido bicinconínico (BCA). De modo que las 

proteínas se cuantificaron por el método del BCA con el BCA Protein Assay Reagent Kit 

de Pierce. Este método combina la reducción de Cu2+ a Cu1+ por acción del enlace 

peptídico en medio alcalino (reacción de Biuret) con la determinación colorimétrica 

altamente sensible del catión Cu1+ usando ácido bicinconínico. El producto de color 

morado de esta reacción se forma por la quelación de dos moléculas de BCA con un ión 

cuproso. El complejo soluble formado presenta una fuerte absorbancia 562 nm, la cual es 

lineal con respecto a la concentración de proteína en un rango de 20 a 200 μg/mL. La 

cuantificación se realizó interpolando los valores problema en una curva patrón de 

albúmina sérica bovina 39. 

 

Para preparar el reactivo del BCA, se sigue: 

A. Para el reactivo A. 

 
Tabla 7. Concentraciones de reactivos para BCA. 

Compuesto. 
Concentración de reactivo 

(mM). 

BCA (pierce). 26 

Na2CO3 anhidro. 161.3 

Tartrato de Na y K * 4H2O 6.4 

NaOH lentejas. 100 

NaHCO3 anhidro. 112.6 

- Para preparar este reactivo, todo el material a usar debe estar perfectamente limpio. 

- Se disuelven las sales en H2Od, en un vaso de precipitado con agitación constante. 

- Ajustar pH a 11.3 con sosa 10 N y aforar al volumen final establecido. 

- La solución se pasa a un frasco contenedor y se almacena a 4 ºC. 

 

 

 



B. Para el reactivo B. 

▪ Se usa una concentración de 160.2 mM de CuSO4 * 5H2O. 

▪ Se disuelve y se afora al volumen final establecido con H2Od. 

 

 La relación de los reactivos es 50A:1B. 

 

Apéndice VI: Geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. 

La calidad de la expresión para las diferentes condiciones probada en diferentes 

enzimas, así como el monitoreo de las purificaciones de las TIM’s se observó por 

electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) 

usando el método de Shagger & Von Jajow. Se corrieron aproximadamente entre 5 y 10 μg 

de proteína en cada caso disueltos en una solución desnaturalizante (Buffer Cocktail, 

agregar aproximadamente 5 µl) que contenía amortiguador Von Jagow 0.0025M, SDS 

10%, glicerol 1.5%, azul de bromofenol ∼0.1% y cuando se requería se agregó DTT ∼0.7 

mM. Los geles se corrieron a 90 V, 30 minutos / 135 V, 2 horas; se tiñeron con una 

solución de tinción que contenía azul de Coomassie R 0.1%, metanol 30%, ácido acético 

10%. Se sumerge el gel en esta solución y se caliente en el horno de microondas durante 2 

minutos y se destiñeron con H2Od en horno de microondas con ciclos de 10 minutos. 

 

La composición de los geles se muestra a continuación: 

 
Tabla 8. Composición de geles de poliacrilamida. 

 Separador (6 mL) 16%. Concentrador 4% 

Poliacrilamida * 3.2 mL 0.533 mL 

Amortiguador de Von Jagow 2 mL 1 mL 

Glicerol 80% 0.8 mL H2Od 2.46 mL 

PSA 10%* 30 μL 30 μL 

TEMED 3 μL 3 μL 

* Mezcla de archilamida 30% (P/V) v bis-N,N’-metilen-bis-acrilamida 1% (P/V). 

* Persulfato de amonio 
 

 



Se utilizó un amortiguador superior (Tris 0.1 M, tricina 2 M, SDS 0.1% y pH = 8.25) y 

uno inferior (Tris HCl 0.2 M y pH = 8.9) para llevar a cabo la electroforesis del gel de 

poliacrilamida. Donde el amortiguador superior corresponde al cátodo (-) y el amortiguador 

inferior, al anodo (+). El amortiguador Von Jagow contiene Tris 3M, HCl concentrado 1M, 

SDS 0.3%. 
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