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Los tratamientos actuales contra la mayoría de las enfermedades parasitarias no son aún 

satisfactorios [1]. Se calcula que alrededor del 10% de la población mundial padece alguna 

enfermedad causada por un parásito. Una de las enfermedades parasitarias que azota al 

continente americano es la enfermedad de Chagas. De acuerdo con la Organización 

Mundial de la Salud, se estima que hay entre 16 y 18 millones de personas en el continente 

americano infectadas con dicha enfermedad y que cerca de 120 millones están en riesgo de 

contraerla [2]. Esta enfermedad es causada por el protozoario Trypanosoma cruzi que, al 

ser inoculado al cuerpo humano por transfusión sanguínea o tras la picadura de insectos de 

la subfamilia de los “triatominos” (que incluyen a la llamada “chinche besucona”) (Figura 

1.1), se reproduce, dentro del ser humano u otro organismo huésped, llegando a causar en 

su fase crónica daños gastrointestinales, neurológicos y principalmente cardíacos [2]. 

 Los fármacos actuales contra el mal de Chagas, únicamente tienen efectividad en las 

etapas tempranas de la enfermedad, cuando es más difícil su detección, además de que 

causan efectos secundarios en el paciente cuya inconveniencia ha restringido su empleo 

[2,3]. 

 
Figura 1.1 Ciclo infeccioso del Trypanosoma cruzi entre las especies infectadas 
y el insecto transmisor [2]. (A) El tripanosoma se aloja en el sistema digestivo 
de la chinche hasta ser desechada (B) en la defecación del insecto al momento 

de picar a un animal o a una persona, la cual, al rascarse, introduce al tripanosoma 
en su sistema (C). Una vez allí, el parásito se reproduce utilizando la maquinaria 
celular del organismo anfitrión (D); posteriormente, una chinche se convierte en 

portador del tripanosoma al picar a un sujeto infectado (E).  
 

Dada la necesidad de desarrollar nuevos fármacos que tengan una acción eficaz contra el 

parásito de la enfermedad de Chagas y otras especies de tripanosomas, diversas líneas de 

A
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investigación han surgido buscando formas de atacar y eliminar estos parásitos. Un nicho 

de investigación en este sentido ha sido la posibilidad de bloquear alguno de los ciclos 

bioquímicos vitales de dichos organismos para eliminarlos [1,3], frenando así el desarrollo 

de la enfermedad en el individuo infectado. 

En todos los organismos conocidos tienen lugar múltiples procesos bioquímicos que 

son el engranaje que permite que dichos organismos se mantengan vivos y realicen todas 

las funciones de las que son capaces. Uno de estos ciclos vitales es la glucólisis (Figura 

1.2), presente en todos los organismos hasta ahora estudiados [4], y gracias a la cual, al 

transformar la glucosa en piruvato, se garantiza la producción de unidades de trifosfato de 

adenosina (ATP), molécula que representa el principal transporte de energía para efectuar 

muchas otras reacciones y procesos bioquímicos [5]. Por ello, la interrupción de la 

glucólisis en alguno de sus pasos implica el cese en la producción de moléculas de ATP por 

dicha vía metabólica llevando a un colapso de los procesos vitales bajo condiciones 

anaerobias [6]. Los organismos que sufren dicha interrupción bioquímica son entonces 

mortalmente afectados. De este modo, el desarrollo de un compuesto capaz de causar dicho 

efecto permitiría llegar a una alternativa de tratamiento contra parásitos como el 

Trypanosoma cruzi, en la medida en que dicho compuesto tenga efecto sobre el parásito sin 

tener consecuencias en la salud de quien padezca la enfermedad. 

Algunos grupos de investigadores han realizado ya múltiples estudios de la 

Triosafosfato Isomerasa (TIM o TPI por sus siglas en inglés) y su inhibición [4,7,8]. La 

TIM es una proteína que se encarga de catalizar uno de los pasos cruciales de la glucólisis 

[5] (Figura 1.2). Es importante mencionar que la TIM está presente tanto en el ser humano 

como en los tripanosomas, así como en todos los organismos estudiados hasta el momento. 

Por ello, se requiere que los inhibidores de la TIM de Trypanosoma cruzi tengan un muy 

alto nivel de especificidad o afinidad por ella, y que por otro lado no inhiban 

considerablemente a la TIM humana. Dada entonces la importancia de la TIM dentro de la 

glucólisis y apostando por una alternativa como la descrita en el párrafo anterior, la 

Triosafosfato Isomerasa de T. cruzi (TcTIM) y de otros parásitos es considerada como 

blanco factible para el diseño de fármacos que combatan el mal de Chagas y otras 

afecciones [7,8]. 
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Figura 1.2 Esquema de la glucólisis, que es el proceso bioquímico por el cual se transforma la glucosa en 

piruvato, siendo cada paso intermedio catalizado por una enzima (compuestos en color rojo) y con la 
participación, en algunas reacciones, de trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP) o 

β−nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) [5]. 
 
 
1.1  La Triosafosfato Isomerasa 
 

La Triosafosfato Isomerasa (TIM) es una proteína que funcionalmente hablando 

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

fosfato (GAP) (Figura 1.3), reacción que corresponde al quinto paso dentro de la glucólisis 

[9]. El equilibrio de esta reacción se orienta a favor de una mayor concentración de DHAP, 

pero, debido a la rápida remoción del GAP por las reacciones sucesivas de la glucólisis, se 

desplaza el equilibrio a favor de una mayor formación de GAP [10]. 
 

 
Figura 1.3 Reacción catalizada por la TIM. Interconversión entre 

dihidroxiacetona-fosfato y gliceraldehído-3-fosfato. 

DHAP GAP 
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Para todas las especies actualmente estudiadas (excepto Pyrococcus woesi y 

Methanothermus fervidus [6]), la TIM, estructuralmente hablando, es una enzima 

homodimérica, es decir, que está formada por dos subunidades o monómeros iguales entre 

sí, y que al estar unidos mantienen la funcionalidad de la misma. Cada monómero es una 

cadena de aminoácidos (aproximadamente 250) que se pliega de una forma específica para 

garantizar la formación de la estructura funcional. Presenta varias subestructuras 

distinguibles: cada monómero está formado por ocho estructuras de aminoácidos tipo hoja 

β que a su vez están rodeadas por ocho estructuras tipo hélice α; las hojas y las hélices 

están conectadas por ocho asas o “loops”[11]. Las hojas β y las hélices α forman una 

estructura cilíndrica llamada “Barril (β/α)8” (Figura 1.4); los aminoácidos que forman parte 

del sitio catalítico o sitio activo, que es el lugar específico de la enzima que interactúa con 

el sustrato, se encuentran en el asa βα4 y antes del inicio del asa βα6 [12]. 

 

 
Figura 1.4 Vista axial de la estructura típica de Barril (β/α)8 característica de cada monómero 

de la TIM. En verde las hojas beta, en rojo las hélices alfa y las asas numeradas. 
La histidina del sitio activo se encuentra en la hélice del asa βα4. El glutamato del sitio 
activo se encuentra antes del inicio del asa βα6. La hélice del asa βα8 participa en el 

anclaje del grupo fosfato del sustrato [12]. 
 

La conversión del sustrato se lleva a cabo mediante la interacción química entre los 

aminoácidos del sitio activo y la molécula sustrato, de tal suerte que es este sitio activo el 

que por su naturaleza permite que se realice la reacción de interconversión presentada en la 

figura 1.3. Como indica la figura 1.5, se sabe que en el sitio activo de la TIM, los 
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aminoácidos que realizan la interconversión son el glutamato en la posición 165 (Glu165) y 

la histidina que ocupa la posición 95 (His95) en la cadena de cada monómero para el caso 

del humano [10], y en el caso de la TIM de T. cruzi, el glutamato se encuentra en la 

posición 168 y la histidina en la posición 96 [13].  

 

 
Figura 1.5 Esquema de la acción catalítica de la TIM de humano sobre el sustrato [10]. 

La TIM de Trypanosoma cruzi tiene al glutamato en la posición 168 y a la histidina 
en la posición 96. 

 

La reacción comienza mediante la interacción entre el residuo de la His95 (o la His96 para 

T. cruzi) que posee un grupo imidazol, y el carbonilo ya sea en la posición 1 para la 

molécula de GAP o en la posición 2 para la molécula de DHAP (Figura 1.5), iniciándose 

así, con la participación también del residuo del aminoácido Glu165 (o Glu168 para T. 

cruzi), una serie de cuatro reacciones donde se forma un intermediario enediolato previo a 

la formación del producto final. Otros aminoácidos participan indirectamente coadyuvando 
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como estructuras de resguardo del sitio donde se lleva a cabo la reacción, tales como los 

residuos en las posiciones 166 a 176 que forman un asa (asa βα6) que actúa como cubierta 

del sitio activo. 

La serie de cuatro reacciones es llevada a cabo por la TIM con gran velocidad y 

eficiencia gracias a la alta especificidad de su sitio activo, lo que ha llevado a que se 

califique a esta enzima como un “catalizador perfecto” [6,14]. La funcionalidad de la TIM 

depende, sin embargo, no sólo de los aminoácidos participantes en la reacción y de aquellos 

cercanos al sitio activo, sino de toda la estructura de la proteína. Aunque cada sitio activo se 

encuentre presente en cada monómero [6,15] y que éstos presenten una estructura 

tridimensional particular, la TIM es catalíticamente activa sólo en su forma dimérica 

[11,16], es decir, cuando los dos monómeros están unidos (Figura 1.6). 

La región de unión entre los dos monómeros de la enzima es llamada intercara, con 

un área aproximada de 1400 Å2, la cual ocupa una porción considerablemente grande del 

dímero. Se ha descubierto que en el caso de la TIM una porción importante de la intercara 

es el asa 3 (ver Figura 1.4) que está compuesta por once residuos y que se ancla en la 

subunidad contigua rodeando el residuo 15 de la misma. Mediante técnicas de mutagénesis 

dirigida y modificación química del aminoácido 15 se ha observado que esta porción de la 

intercara es crucial para la estabilidad del dímero y por tanto para la funcionalidad de la 

enzima [8,17]. Un análisis estadístico de diferencias entre enzimas oligoméricas mostró que 

la intercara llega a tener más diferencias entre las proteínas estudiadas que el mismo sitio 

activo [18,19]. Un estudio reciente de las estructuras cristalinas de TIM de ocho especies 

diferentes [4] mostró que una porción de la intercara es notablemente similar entre las TIMs 

de Trypanosoma cruzi (TcTIM), Trypanosoma brucei (TbTIM) y Leishmania mexicana 

(LmTIM) y que éstas son significativamente diferentes de la porción interfacial de humano 

(hTIM), levadura (YTIM), pollo (ChTIM), Plasmodium falciparum (PfTIM) y Entamoeba 

histolytica (EhTIM), lo que indica una importante diferenciación de esta zona de gran 

importancia para la funcionalidad de la enzima entre los tripanosomas y otras especies. Una 

de las diferencias está justamente en el residuo 15 que en el caso de la TcTIM, TbTIM, 

LmTIM, PfTIM y EhTIM se trata de una cisteína mientras que en la hTIM es una 

metionina, además de que el asa 3 de la hTIM posee un residuo más que la TcTIM y la 

TbTIM. Así pues, se ha planteado que las interacciones entre el asa 3 y el residuo 15 
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pueden ser un blanco para desestabilizar a la enzima de una especie en particular usando un 

determinado compuesto capaz de interactuar con la proteína y causar dicho efecto 

[7,8,11,20]. 

 
Figura 1.6 Estructura cristalina de la TcTIM obtenida por difracción de rayos X. 

A. Diferenciación de ambos monómeros. B. Diferenciación de hélices alfa (morado) 
y hojas beta (verde). Imagen construida con [21,23,24] a partir de datos de [22]. 

 

La TIM, al igual que muchos participantes en los ciclos bioquímicos, realiza su función en 

un medio acuoso. Sin embargo, la intercara de la enzima, cuando se encuentra en su 

estructura nativa, es una región mucho menos expuesta al medio acuoso que rodea a la 

proteína, además de estar conformada por diversos aminoácidos no polares, lo cual hace de 

diferentes sitios de la intercara, lugares propensos de unión con moléculas orgánicas en 

solución [25]. Estas últimas suelen presentar un cierto grado de hidrofobicidad y por tanto 

tienen afinidad por ubicarse lejos de medios acuosos, asociándose no covalentemente con 

sitios menos expuestos al medio como las intercaras de proteínas oligoméricas [7]. A las 

moléculas capaces de asociarse mediante interacciones más o menos fuertes con 

macromoléculas como las proteínas se les llama habitualmente ligandos y a la zona donde 

se establece la interacción con la proteína, sitio de unión. 
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Un soporte de lo expuesto en el párrafo anterior, fue el hallazgo de tres moléculas 

de hexano en un cristal de TcTIM obtenido a partir de poner estos cristales en contacto con 

dicho compuesto orgánico. En los cristales se observó que dos de estas moléculas se 

hallaban en una zona de la intercara de la proteína cercana a la cisteína 15 y al asa 3 [13]. 

Dado que la estructura de la proteína en general no se vio afectada de forma radical en el 

medio no acuoso, y que tampoco hubo evidencia de un cambio estructural mayor en los 

monómeros, se sugirió en dicho trabajo que las regiones en las que las moléculas de hexano 

fueron encontradas son zonas (parches hidrofóbicos) capaces de establecer una interacción 

con compuestos orgánicos, inclusive si la proteína no se encontrara inmersa en hexano sino 

en su estado nativo en solución acuosa [13]. La presencia de parches hidrofóbicos en la 

TcTIM abrió la posibilidad de intentar provocar interacciones entre la proteína y un ligando 

de naturaleza orgánica que llevara a la inactivación de la primera. Bajo esta consideración, 

monitoreos de la actividad funcional de la TcTIM en presencia de diferentes compuestos 

orgánicos, han mostrado que el benzotiazol y algunos de sus derivados tienen la capacidad 

de inactivar a la enzima, presentándose entonces como un grupo de compuestos inhibidores 

de la TcTIM [11]. 

 

 
1.2  La inhibición de la Triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma cruzi 

(TcTIM) 
 

En un estudio llevado a cabo por Téllez-Valencia et al. sobre más de cien 

compuestos orgánicos, reveló la capacidad del benzotiazol para inhibir la actividad de la 

proteína, lo que llevó a la utilización de nueve compuestos orgánicos derivados del 

benzotiazol, para conocer su efecto sobre la actividad funcional de la TcTIM [11]. A una 

concentración de 250 µM de cada compuesto se realizaron ensayos de actividad de TcTIM 

mostrando que algunos de éstos tienen un efecto de inactivación de la proteína. Se puede 

ver en la figura 1.7 que los diez compuestos utilizados son el benzotiazol (compuesto 1) en 

primer lugar, y diferentes derivados del mismo enumerados del 2 al 10. Estos compuestos 

son capaces de inactivar a la TcTIM en diferentes grados, siendo los compuestos 8, 9 y 10 

los que presentaron mejores resultados de inhibición. 

 



I. ANTECEDENTES 

 10

 

 
Figura 1.7 Efecto de algunos benzotiazoles sobre la TcTIM. La tercera columna 
corresponde al porcentaje de inactivación de la actividad catalítica de la enzima 

para una concentración de 250 µM del inhibidor [11]. 
 

Se ha demostrado igualmente la selectividad de los compuestos 8, 9 y 10 (que en este 

trabajo se denominarán C8, C9 y C10) al descubrirse que estos benzotiazoles son capaces 

de inactivar la TIM humana pero a concentraciones mucho más altas que aquellas que se 

necesitan para inactivar a la TcTIM, lo cual se puede observar en el cuadro 1.1, donde se 

presenta la razón entre la concentración necesaria para inactivar la mitad de la cantidad de 

hTIM presente en el ensayo y la concentración necesaria para inactivar la mitad de la 

Compuesto Estructura % de inactivación
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cantidad de TcTIM, (b/a), y cuyos valores tal como se aprecia en el cuadro son 

considerablemente grandes. Esto implica que se necesita una concentración de inhibidor C8 

trece veces mayor para inactivar a la hTIM que para inactivar a la TcTIM, 59 veces en el 

caso del inhibidor C9 y 200 veces en el caso del inhibidor C10. Estos datos indican que 

estos tres compuestos son agentes de inhibición selectivos para la TcTIM, dignos de 

estudiarse más a fondo en cuanto a la naturaleza de su acción contra la enzima. 

 

Cuadro 1.1 Concentración de inactivación media (I50) de TIMs por C8, C9 y C10. 
Compuesto TcTIM hTIM M15ChTIM b/a* 

C8 33 µM 422 µM 120 µM 13 

C9 56 µM 3.3 mM 321 µM 59 

C10 8 µM 1.6 mM 74 µM 200 

*Corresponde a la razón entre la I50 de TIM humana y la I50 de TcTIM. Ref.: [11]. 

 

La constante de equilibrio dímero-monómero ha sido medida para especies de TIM 

diferentes de la TcTIM. Su valor es del orden de 10-11 M [11]. Un estudio reciente [6] halló 

que para la TcTIM la constante de disociación dímero-monómero es de aproximadamente 

2.9x10-12 M, es decir, el equilibrio favorece la forma dimérica de la proteína. Por otro lado, 

se ha comprobado que a concentraciones altas de la enzima, el efecto en la caída de la 

actividad en presencia de estos inhibidores disminuye, lo que ha sugerido que la acción de 

los benzotiazoles es desplazar el equilibrio dímero-monómero hacia los monómeros que 

son inactivos. Es decir, se puede plantear como una hipótesis razonable que la acción de los 

inhibidores es la de actuar sobre los monómeros (inactivos) impidiendo su asociación en 

dímeros (activos), aunque igualmente se ha generado la hipótesis de que la acción de los 

benzotiazoles consiste en interactuar con ciertas zonas de la intercara dimérica de la 

enzima, hipótesis en la cuál está basado este trabajo. 

Sabiendo que la hTIM posee en su intercara una metionina en la posición 15 y que, 

en cambio la TcTIM posee una cisteína, se ha mutado la hTIM colocándole una cisteína en 

lugar de la metionina 15, dando como resultado un aumento en la sensibilidad de la enzima 

mutante (M15ChTIM) a la acción de los benzotiazoles C8, C9 y C10 (Cuadro 1.1) respecto 
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de la humana, indicando que la cisteína 15 presente en la intercara del dímero está 

relacionada al efecto inhibitorio de estos compuestos [11]. 

Teniendo en cuenta los hallazgos descritos en los dos párrafos anteriores, se ha 

sugerido que la acción de los benzotiazoles puede ser perturbar los contactos entre las 

subunidades de la TcTIM [26] y que la acción inhibitoria esté relacionada con la cisteína 15 

presente en su intercara dimérica [11]. Otro posible factor favorecedor de la interacción 

entre la TcTIM y los compuestos C8, C9 y C10 es la presencia del grupo sulfonato en los 

tres inhibidores que, además de incrementar la solubilidad de éstos en agua, puede 

establecer contactos con un residuo del asa 3 que, bajo las condiciones experimentales 

reportadas en el mismo trabajo, tendría una carga positiva. 

En un estudio más profundo de la acción del C8 sobre la TcTIM, se obtuvo una 

estructura cristalina de esta última formando un complejo proteína-ligando con dicho 

inhibidor (Figura 1.8), y de la cuál se pudo obtener información importante [26]: 1) 

mediante un mapa de densidad electrónica se encontró que el C8 se presenta unido a la 

enzima cerca del sitio de la intercara en que fueron encontradas las moléculas de hexano 

[13]; 2) se encontró que el complejo TcTIM-C8 no produce una afectación general en la 

estructura del dímero según comparaciones con la estructura de la TcTIM nativa y la 

TcTIM en presencia de hexano, pero sí induce algunos cambios significativos en cuanto a 

la orientación de las cadenas laterales de los aminoácidos de la TcTIM. La Arg71 del asa 3 

de uno de los monómeros se desvía hacia el grupo benzotiazol del compuesto C8 y la 

orientación de la cadena lateral del residuo catalítico Glu168 de uno de los monómeros 

resulta diferente de la que se presenta en la proteína nativa; y 3) que los anillos del grupo 

benzotiazol del C8 en la estructura cristalina se encuentran muy cerca y en posición 

perpendicular al anillo aromático de la fenilalanina 75 (Phe75) de uno de los monómeros 

sugiriendo una posible interacción cuadrupolar entre los dos anillos que jugaría un papel 

crucial en la estabilización del complejo TcTIM-C8. 
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Figura 1.8 Posición del compuesto C8 en la estructura cristalina 

del complejo TcTIM-C8 [26]. 
 

Ensayos adicionales de actividad de la TcTIM en presencia de C8 han mostrado 

además que la inactivación de una molécula de TcTIM requiere de la participación de dos 

moléculas de inhibidor. Esto se ha concluído tras obtener una curva sigmoidal de actividad 

contra concentración de C8 y obtener una curva hiperbólica de los mismos parámetros pero 

habiendo agregado previamente benzotiazol (compuesto 1) cuya capacidad de inactivación 

de la TcTIM es del 25% (Figuras 1.7 y 1.9). Esta conclusión es soportada también por la 

caracterización, vía calorimetría de titulación isotérmica, del acomplejamiento TcTIM-C8 

en la que no ha sido posible obtener cuantitativamente los parámetros termodinámicos de 

dicha interacción (excepto ∆Htotal= 51.2 kcal/mol bajo exceso de C8 [26]), pero que 

cualitativamente arroja que a razones bajas ligando/enzima existe un efecto endotérmico 

que, conforme aumenta dicha razón, se vuelve exotérmico. Esto implica la existencia de 

más de una interacción entre el ligando y la enzima. Por ajuste de los datos calorimétricos a 

un modelo de sitios secuenciales de unión se sugiere además que la unión de la TcTIM con 

las dos moléculas de C8 se lleva a cabo por cooperatividad positiva, es decir, que ambos 

sitios tienden a saturarse de forma conjunta. 
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Figura 1.9 A. Inactivación de la función catalítica de la TcTIM en presencia del 
compuesto C8. B. Inactivación de la función catalítica de la TcTIM en presencia del 

compuesto C8 previa adición de 150 µM de benzotiazol. “n” corresponde a la 
estequiometría estimada de la interacción TcTIM-C8 en cada caso [26]. 

 

El trabajo descrito en los últimos dos párrafos finaliza con una comparación entre los 

tiempos de decaimiento de la curva calorimétrica y de pérdida de actividad de la enzima 

indicando que después de la unión de las dos moléculas de C8 con la TcTIM se tiene un 

último paso lento que conduce a la enzima (E) a una inactivación irreversible bajo el 

siguiente esquema: 

 
E + C8 (1)   E-C8 + C8  (2)   E-(C8)2   ―(3)  Enzima inactiva (1.1) 

 
donde el paso 3 sería el limitante, llevando a la inactivación de la enzima. En dicho trabajo, 

salvo una entalpía total de unión TcTIM-C8, ningún otro dato termodinámico preciso ha 

podido obtenerse a partir de la calorimetría para caracterizar mejor la interacción. La misma 

relación 1:2 parece existir en el caso de la interacción entre la TcTIM y el compuesto C9, 

no así con el compuesto C10 donde ésta es 1:1 [11]. 

 

Dos estudios computacionales [27,28] que involucraron a la TcTIM, la hTIM y la 

mayoría de los inhibidores mostrados en la figura 1.7, han sugerido que los benzotiazoles 

estabilizan sus contactos con las TIMs primordialmente mediante interacción π−π entre los 

grupos aromáticos de los residuos presentes en la intercara y el grupo benzotiazol presente 

en cada molécula. Para el caso de la TcTIM los grupos aromáticos cruciales en las 

interacciones descritas serían Phe75, Tyr102 y Tyr103. Aparentemente el grupo sulfonato, 
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si bien juega un papel en la solubilidad de los compuestos inhibidores, no participa en la 

estabilidad de la interacción con las TIMs. En dicho trabajo se observó que los inhibidores 

1 a 8 presentan pocas diferencias energéticas en la unión con TcTIM respecto de la unión 

con hTIM en contraste con los inhibidores C9 y C10 que presentan una diferencia de 

estabilidad energética 100 veces mayor con la TcTIM que con la hTIM. Una explicación de 

estas diferencias radica en el hecho de que las moléculas de C9 y C10 son más largas y 

contienen más de un grupo aromático lo que implica que para estabilizarse tengan que 

establecer mayores contactos con la enzima. Además, la TcTIM posee una cavidad más 

amplia que permite tanto al compuesto C9 como al C10 establecer contactos entre sus 

grupos aromáticos y los de la proteína manteniendo una estructura molecular más plana y 

más cercana a los grupos aromáticos de la enzima. En contraste, la hTIM presenta una 

menor accesibilidad a sus aminoácidos aromáticos (Tyr67, Phe74, Phe102) y las moléculas 

C9 y C10 deben establecer sus contactos con otros residuos que además, por su disposición, 

hacen que la molécula inhibidora deba variar mucho más sus ángulos de torsión para lograr 

dichos contactos y mantener una unión estable con la hTIM. 

Las conclusiones alcanzadas de lo anterior son que la capacidad inhibitoria será 

mayor conforme la estabilidad del complejo enzima-inhibidor crezca y que la selectividad 

de un inhibidor se ve favorecida por un aumento en el número de sus grupos aromáticos, lo 

que le permite interactuar con los residuos aromáticos de la proteína presentes en la 

intercara, desestabilizar las interacciones aromáticas nativas en la enzima, y producir la 

reacción en cadena que desemboca en la desestabilización de la forma dimérica de la 

TcTIM. 

 

Los hallazgos generales descritos hasta el momento se han confirmado también con 

el descubrimiento de un compuesto de gran acción inhibitoria sobre las TIMs de 

tripanosomas. Se trata de un compuesto que tiene dos grupos benzotiazol y ha sido 

denominado V7. Este compuesto ha demostrado una gran capacidad inhibitoria sobre la 

TcTIM, la TbTIM y en un menor grado sobre la LmTIM, teniendo prácticamente un nulo 

efecto sobre la TIM de humano y de otros organismos. Al igual que en el caso del C8, los 

estudios hechos con V7 han revelado que su acción sobre las proteínas afectadas es 

irreversible [4]. Por otra parte, a través de un estudio de fluorescencia intrínseca de las 
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proteínas en presencia y ausencia de V7, se ha visto que el decremento de la actividad 

inducido por este último se debe a alteraciones en la estructura de la enzima. 

La motivación de Olivares-Illana et al. para haber probado un compuesto bi-

benzotiazol como el V7 obedeció en parte, al hecho de que entre los compuestos C8, C9 y 

C10, este último, que posee dos grupos benzotiazol, es el que ha presentado una mayor 

capacidad inhibitoria, por lo que se hicieron pruebas con diversos compuestos con dos 

benzotiazoles (Figura 1.10), de los cuales el único notablemente inhibidor fue el V7. La 

comparación entre la inactivación causada por V7 y V8 implica que la unión proteína-

inhibidor involucra interacciones muy precisas, siendo la rigidez molecular del V7 un 

aparentemente importante factor en la inactivación enzimática [4]. Si bien el 

descubrimiento del V7 ha sido un gran avance en la tónica de obtener un fármaco eficaz 

que además tiene acción multiparasitaria, se trata de un compuesto muy poco soluble en 

medio acuoso, de tal suerte que las pruebas realizadas requirieron de su previa 

solubilización en dimetil-sulfóxido (DMSO) puro y la incorporación de dicha solución en el 

medio de estudio a una concentración del 10%, por lo cuál podría no tener la misma 

efectividad in vivo. 

 

 
Figura 1.10 Efecto de los benzotiazoles indicados sobre la actividad 

catalítica de la TcTIM a una concentración de 50 µM 
del inhibidor. NS = no soluble [4]. 

Compuesto Estructura % de Inactivación 
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Tal parece que, independientemente de la rapidez de la inactivación, compuestos como el 

C8, C9, C10 y el V7, siendo además compuestos orgánicos de baja solubilidad [11,26], 

basan parte de su capacidad inhibitoria sobre la TcTIM en interactuar con residuos 

aromáticos de naturaleza hidrofóbica presentes en la intercara dimérica de la misma; 

también, que el grupo benzotiazol es crucial para establecer estos contactos muy 

específicos que les hacen tener eficacia en la inhibición. Es importante señalar que los 

cuatro inhibidores poseen estructuras diferentes, en tanto que, otras sustancias con 

estructura similar a cada uno de esos inhibidores han fallado en afectar a la enzima. Parte 

del problema relacionado con la selectividad y la efectividad de la inhibición parece radicar 

en el ajuste de dichas moléculas a un tipo de cavidad hidrofóbica específica, en este caso la 

intercara de la TcTIM. 

 

 
1.3  Las ciclodextrinas 
 

Las ciclodextrinas son compuestos solubles en agua que por su estructura molecular 

poseen una cavidad hidrofóbica de tamaño variable, que puede ser usada para ampliar la 

información sobre la afinidad hidrofóbica de los inhibidores de la TcTIM. Las 

ciclodextrinas ya han sido reconocidas como modelos factibles para la comprensión general 

de fenómenos de interacción hidrofóbica tales como uniones enzima-sustrato y receptor-

ligando [30-32]. A continuación se presenta información general sobre estos compuestos. 

 

La degradación enzimática del almidón lleva a la producción de glucosa, maltosa y 

otra serie de cadenas malto-oligoméricas lineales y ramificadas conocidas como dextrinas, 

las cuales son producidas en grandes cantidades, sobretodo por las industrias alimenticia, 

textil y papelera. Esta degradación del almidón involucra un proceso de ruptura del enlace 

glicosídico mediante la participación de una molécula de agua. La enzima 

glucosiltransferasa sin embargo, es capaz de degradar el almidón sin la presencia de agua y 

esto lleva a que, tras la ruptura del enlace, la cadena producida comience una reacción 

intramolecular llevando a una ciclación de la misma, lo que genera como producto una 
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ciclodextrina (CD). Así pues, las ciclodextrinas son oligosacáridos cíclicos de variados 

tamaños. Sin embargo, son tres las que más se hallan presentes en la producción industrial 

y sobre las que se han realizado más estudios. Estas tres ciclodextrinas principales y sobre 

las cuales se hablará en este trabajo, son la alfa-ciclodextrina (α-CD), la beta-ciclodextrina 

(β-CD) y la gama-ciclodextrina (γ-CD), que son ciclos formados por 6, 7 y 8 unidades de 

glucopiranosa, respectivamente, que no poseen ramificaciones [29] y que están conectadas 

entre ellas a través de un enlace tipo α-(1,4) (Figura 1.11). 

Estructuralmente las ciclodextrinas mencionadas se presentan como una cavidad 

cuyos bordes están delimitados por grupos hidroxilo. En uno de los bordes se proyectan dos 

hidroxilos hacia fuera (OH2 y OH3, Figura 1.12), mientras que el borde opuesto posee un 

hidroxilo unido a un metilo que se proyecta igualmente hacia fuera (estructura C6H2OH6, 

Figura 1.12) de la cavidad pero con mayor movilidad que los hidroxilos del lado opuesto; 

esto lleva a un efecto estérico que se traduce en la reducción del diámetro de la cavidad por 

dicho extremo de la ciclodextrina, presentándose ésta como un cono truncado con ligeras 

diferencias entre los diámetros de las dos entradas de su cavidad [34]. 

 

 

Figura 1.11 Estructura molecular de las ciclodextrinas naturales α, β y γ [34]. 
 

α-CD β-CD γ-CD 
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Figura 1.12 Esquema de arreglo de grupos OH y CH en el “cono truncado” 

de la CD (izquierda) y numeración de átomos en una unidad de 
glucopiranosa (derecha) [34]. 

 

La presencia de más unidades de glucopiranosa aumenta el tamaño de la CD lo que genera 

diferencias entre sus propiedades. Un aspecto a considerar es que el grupo C2-OH de una 

unidad de glucopiranosa dentro de la ciclodextrina puede formar un puente de hidrógeno 

con el grupo C3-OH de la unidad de glucopiranosa adyacente, teniéndose entonces la 

posibilidad de formar varios puentes de hidrógeno interiores que soportan aún más la 

estructura de la CD. Algunas diferencias claras en propiedades como la solubilidad en agua, 

la cual es dramáticamente menor en el caso de la β-CD respecto de las otras dos, han 

llevado a suponer que dichos puentes de hidrógeno hacen la diferencia. Esto se ha afirmado 

porque la β-CD con siete unidades de glucopiranosa llega a formar siete puentes de 

hidrógeno OH2-OH3, es decir, un cinturón completo, que se ha propuesto le confiere una 

estructura bastante más rígida que la poseída por la α− o la γ-CD. En el caso de la α-CD no 

se completan los seis puentes de hidrógeno que en teoría podría formar debido a que una de 

las unidades de glucopiranosa adopta una posición distorsionada respecto al resto y sólo 

alcanza a formar cuatro de ellos. Por otro lado, la γ-CD es una estructura aún más flexible y 

menos coplanar donde la formación de dichos puentes de hidrógeno es más fluctuante [29]. 

Aunque estas diferencias existen, lo anterior no debe llevar a pensar que las CDs son anillos 

rígidos, ya que se ha demostrado, a nivel cristalino pero especialmente en solución, que 

presentan una gran flexibilidad estructural, corroborada por las continuas fluctuaciones que 

sufren tanto en la formación de sus puentes de hidrógeno como en su acomplejamiento con 

otras moléculas [34], donde se ha visto que estas últimas presentan gran movimiento 
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mientras están acomplejadas, lo que impele a la CD a presentar una estructura flexible para 

mantener el complejo. Diversas propiedades de las tres CDs aquí empleadas se exponen en 

el cuadro 3.1 del apartado III de este trabajo. 

 

La cavidad de una CD, aunque no polar, llega a contener un número creciente de 

moléculas de agua conforme aumenta el tamaño de la misma, ya sea tanto en condiciones 

cristalinas como en solución. Pero dada la baja polaridad de la cavidad, múltiples moléculas 

orgánicas pueden encontrar energéticamente más favorable el introducirse en la 

ciclodextrina, desplazando las moléculas de agua inclusas en la cavidad, que permanecer en 

el bulto de una solución acuosa, siendo espontánea en muchos casos la formación de un 

complejo de inclusión CD-compuesto orgánico. La proliferación en el uso de las tres CDs 

ya mencionadas y no de CDs más grandes obedece precisamente al hecho de que conforme 

la CD crece, la cantidad de agua que puede almacenar en su cavidad es mayor, generándose 

un ambiente cada vez más similar al bulto del solvente y, por tanto, menos propicio para la 

entrada y acomplejamiento de un compuesto orgánico. Se ha estimado, por ejemplo, que la 

β-CD posee en su cavidad un ambiente hidrofóbico en solución acuosa similar al de una 

mezcla 40% etanol-agua [29]. 

Lo anterior ha resultado de gran interés pues las tres CDs no ramificadas y algunos 

de sus derivados han permitido almacenar y transportar fármacos poco solubles en medio 

acuoso para ser liberados en el tracto digestivo tras la disociación del complejo CD-

fármaco, siendo este último rápida y eficazmente absorbido al torrente sanguíneo [29]. La 

CD, por su parte, siendo un compuesto esencialmente no tóxico, es finalmente hidrolizada 

en su mayoría en el colon [29] y absorbida como glucosa o maltosa, resultando ser un 

transportador farmacéutico sin efectos secundarios perceptibles. 

 

Casi todas las aplicaciones de CDs en formulaciones farmacéuticas involucran 

acomplejamiento, es decir, la inclusión o encapsulado de la molécula orgánica o huésped 

dentro de la CD a través de fuerzas físicas establecidas entre ambas especies sin involucrar 

enlaces covalentes. Moléculas huésped típicas han sido por ejemplo aquellas que poseen 

uno o dos anillos aromáticos [32,35-39] o cadenas lineales poco hidrofílicas cuyo tamaño 
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sea estéricamente compatible con la cavidad de la CD, por lo que la α−, β− y γ-CD son 

capaces de unirse a moléculas de diferentes proporciones [30,40]. 

Las moléculas inclusas están normalmente orientadas en la CD en posición tal que 

permitan un máximo contacto entre la zona hidrofóbica del huésped y la cavidad no polar 

de la CD. La zona hidrofílica del huésped queda en general hacia fuera de la cavidad, 

buscando un máximo contacto con el solvente y los grupos hidroxilo presentes en los 

bordes de la CD (Figura 1.13). 

 
Figura 1.13 Representación del acomplejamiento de una molécula aromática con 

una CD. El grupo “X” será generalmente más hidrofóbico que el 
grupo “Y”, quedando este último más expuesto al solvente [32]. 
KX sería en este caso la constante asociada al acomplejamiento. 

 

Es pues claro que los sustituyentes polares y no polares de una molécula orgánica y su 

posición dentro de la misma son determinantes en la formación y estabilidad del complejo 

con una CD [40]. Moléculas altamente hidrofílicas (muy solubles en agua), fuertemente 

hidratadas y grupos ionizados, difícilmente llegan a acomplejarse. Igualmente, grupos 

hidroxilos presentes en la molécula entorpecen el acomplejamiento mientras que grupos 

metilo o etilo en posiciones estratégicas aumentan su factibilidad. Estos grupos químicos 

favorecedores o desalentadores de la formación de complejos con CDs ven decrecer su 

influencia en el orden de posición orto > meta > para  en un anillo aromático. En el caso 

de un grupo amino, es importante si éste se encuentra presente en la forma –NH2 o –

[NH3]+, ya que las especies iónicas son usualmente, aunque no siempre, desalentadoras 

para el acomplejamiento. Bajo condiciones cristalinas, la formación de complejos suele ser 

más selecta en cuanto a su viabilidad que cuando ésta se lleva a cabo en solución. 

 

El acomplejamiento en solución es resultado de una variedad de efectos, a saber: 1) 

la sustitución de la energéticamente desfavorable interacción polar-no polar entre el agua 
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inclusa y la cavidad de la CD por un lado, y entre el agua y el huésped por otro lado, por la 

interacción más favorecida no polar / no polar entre el huésped y la cavidad; 2) la 

liberación, al momento del acomplejamiento, de la tensión presente en el anillo de la CD 

particularmente en la α−CD que, por contener agua en su interior, presenta una 

deformación en su estructura; y 3) el número de interacciones hidrofóbicas y, en algunos 

casos, de puentes de hidrógeno que el huésped sea capaz de establecer con la CD. 

Lo anterior lleva a que la formación del complejo implique un proceso previo o 

simultáneo de deshidratación de la cavidad así como del espacio circundante al potencial 

huésped, para que así pueda establecer una interacción con la CD. Esto implica que se 

establece una competencia entre la estabilidad del complejo formado y la afinidad del 

huésped por permanecer en el bulto de la solución, lo que se resume en una relación de 

equilibrio, que por ejemplo para el caso de una estequiometría 1:1 ciclodextrina-huésped 

(CD-H) se puede escribir como sigue: 

HCDHCD −↔+      (1.2) 

donde este proceso puede expresarse a través de una constante de asociación: 

]][[
][

HCD
HCDK −=     (M-1)    (1.3) 

 y cuyo recíproco es la constante de disociación. 

En soluciones diluídas, la estequiometría 1:1 suele prevalecer; sin embargo, a 

mayores concentraciones o para huéspedes específicos se han observado estequiometrías 

1:2, 2:1 o 2:2 [37]. Estos últimos casos se presentan especialmente cuando la molécula 

huésped es muy grande y donde su otro extremo puede encontrar cierta viabilidad de 

acomplejamiento, o bien cuando los extremos hidrofóbicos de dos moléculas huésped 

encuentran estérica y energéticamente viable compartir la cavidad de una ciclodextrina que 

tenga el tamaño adecuado para tal situación. 

 

El valor de K tiene una gran dependencia del pH y la temperatura. En el caso del 

pH, porque hay una relación directa con la ionización de grupos de la molécula huésped 

que lleva, por ejemplo, a que diferentes ácidos tengan un bajo acomplejamiento en 

condiciones alcalinas. Grupos como las anilinas se ionizan positivamente, pero bajo 

condiciones ácidas [41,42]. La dependencia de la temperatura está ligada por su parte a la 
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energética de la interacción entre la CD y el huésped; muchos de los casos estudiados 

[30,40] presentan un proceso de acomplejamiento con CDs con entalpía (∆H) negativa que 

implica que el aumento de la temperatura va en detrimento del proceso de asociación, 

teniendo como resultado una reducción en el valor de K. 

La determinación de la entalpía y la entropía (∆S) del proceso de asociación permite 

caracterizar mejor los eventos involucrados en el mismo, además de permitir el cálculo de 

K y así tener un parámetro comparativo de la afinidad de diversas moléculas orgánicas por 

una CD en particular. Una técnica experimental con la que pueden conocerse los 

parámetros mencionados es la calorimetría de titulación isotérmica (ITC, por sus siglas en 

inglés) sobre la cual se hablará más adelante. 

 

El estudio de una posible interacción entre inhibidores de la TcTIM y las 

ciclodextrinas no sólo arroja más información sobre la afinidad comparativa de los 

primeros por interactuar en cavidades hidrofóbicas en un ambiente acuoso, sino que puede 

aportar ideas que lleven a mejores estructuras inhibitorias contra la TcTIM, además de 

proveer datos relativos a la capacidad de dichos inhibidores para ser eventualmente 

transportados o almacenados dentro de las CDs, información que puede ser útil para 

consideraciones farmacéuticas posteriores. 
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El diseño de nuevos compuestos que sean mejores inhibidores de la TcTIM (y de la TbTIM 

y la LmTIM) requiere del conocimiento de la forma de acción de los inhibidores ya 

conocidos. Dada la importancia de conocer las semejanzas y diferencias entre las 

interacciones de la TcTIM con los compuestos C8, C9, C10 o V7, además de la ausencia de 

parámetros termodinámicos experimentales que caractericen la interacción que cada uno 

establece con la TcTIM, es deseable realizar un estudio del comportamiento de dichos 

compuestos en presencia de cavidades hidrofóbicas diversas como las de las ciclodextrinas. 

En este contexto, los objetivos de este trabajo son: 

 

1. Caracterizar termodinámicamente la interacción entre los inhibidores de la TcTIM, a 

saber los compuestos C8, C9, C10  y benzotiazol, y las ciclodextrinas α−CD, β−CD 

y γ−CD bajo condiciones de pH neutro y a una temperatura de 36°C a través de la 

calorimetría de titulación isotérmica (ITC), bajo la hipótesis de que es viable la 

formación de complejos entre dichos compuestos orgánicos y las ciclodextrinas 

propuestas. 

2. Comparar los resultados de interacción entre los compuestos elegidos y las 

ciclodextrinas con los datos de inhibición reportados. Buscar, mediante un análisis 

de estructuras moleculares, una correlación entre su capacidad inhibitoria y su 

afinidad por cavidades hidrofóbicas. 

3. Monitorear la inhibición de la TcTIM por los compuestos propuestos en presencia 

de las ciclodextrinas bajo la hipótesis de que, en caso de ser viable el complejo entre 

la CD y el inhibidor, se establecerá una competencia entre la TcTIM y la 

ciclodextrina por interactuar con el inhibidor que debe conducir a un cambio en la 

actividad enzimática respecto de aquella en ausencia de CD. 

4. Combinar los resultados referentes a los objetivos 2 y 3 para establecer una 

propuesta sobre el o los grupos químicos en las moléculas de cada inhibidor que 

tienen una mayor interacción con cavidades hidrofóbicas y que podrían estar 

involucrados en la inhibición de la TcTIM. 

5. Bajo la hipótesis de que los resultados obtenidos tras la realización del objetivo 3 

pueden proporcionar datos de equilibrio del sistema TcTIM-Inhibidor-CD, generar 



II. OBJETIVOS 

 26 

las ecuaciones de equilibrio que permitan evaluar indirectamente la constante de 

afinidad entre la TcTIM y cada uno de sus inhibidores. El éxito en lograr este 

objetivo sería de gran importancia para otros sistemas proteína-ligando donde, como 

son los casos en este trabajo, no es posible determinar directamente la constante de 

afinidad mediante experimentos de ITC, sea debido a la baja solubilidad de las 

especies involucradas, a los niveles de detección del equipo o a la escasez de 

proteína. 
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3.1 Materiales 

 

Benzotiazol. [C7H5NS] Sigma-Aldrich Inc. 96% de pureza. Masa Molar: 135.19 g/mol. 

Líquido a temperatura ambiente. ρ20°C = 1.246 g/mL, p.f.: 2°C, p.e.: 233-235°C. 

 

Figura 3.1 Benzotiazol. 

 

Compuesto 8 (3-(benzotiazol-2-iltio)-1-propan-sulfonato de sodio). [C10H10NNaO3S3] 

Sigma-Aldrich Inc. 95% de pureza. Masa Molar: 311.36 g/mol. p.f.: 320°C. Solubilidad en 

agua: ~15 mM a 20°C. 

 

Figura 3.2 Compuesto 8 (C8). 

 

Compuesto 9 (2-(p-aminofenil)-6-metilbenzotiazol-7-sulfonato de sodio) [C14H11N2NaO3S2] 

Sigma-Aldrich Inc. Masa Molar: 342 g/mol. Solubilidad en agua (una vez purificado): ~3 

mM a 20°C. 

 

Figura 3.3 Compuesto 9 (C9). 
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Compuesto 10 (2-(2-(4-aminofenil)benzotiazol)-6-metilbenzotiazol-7-sulfonato de sodio). 

[C21H14N3NaO3S3] MP Biomedicals LLC. Masa Molar: 475.5 g/mol. Solubilidad en agua 

(una vez purificado): ~1 mM a 20°C. 

 

Figura 3.4 Compuesto 10 (C10). 

 
Los compuestos C8, C9 y C10 fueron purificados por personal del laboratorio del Dr. 

Armando Gómez Puyou del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM de acuerdo con la 

metodología mencionada en la referencia [11]. 

 

Ciclodextrinas 

Cuadro 3.1 Propiedades generales de las ciclodextrinas naturales [29] 
 

Ciclodextrina α β γ 

Unidades de glucopiranosa 6 7 8 

Masa molar (g/mol) 972.86 1135.01 1297.15 

Solubilidad en agua (g/ 100 mL) a 25°C 14.5 

(~149 mM)** 

1.85 

(~16.3 mM)** 

23.2 

(~178 mM)** 

Diámetro de la cavidad (Å) 4.7 – 5.3 6.0 – 6.5 7.5 – 8.3 

Ancho de la molécula (Å) 7.9 ± 0.1 7.9 ± 0.1 7.9 ± 0.1 

Diámetro de periferia externa (Å) 14.6 ± 0.4 15.4 ± 0.4 17.5 ± 0.4 

% en peso de agua bajo condiciones 

cristalinas 
10.2 13.2 – 14.5 8.13 – 17.7 

pK a 25°C 12.332 12.202 12.081 

** La solubilidad en unidades de concentración milimolar es un cálculo realizado tomando en cuenta que la 
densidad de la solución es igual a la del agua, es decir, igual a 1 g/mL a esas condiciones. 
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αααα-Ciclodextrina. Sigma-Aldrich Inc. Con 9.7% en peso de agua*. 

ββββ-Ciclodextrina. Sigma-Aldrich Inc. Con 12% en peso de agua*. 

γγγγ-Ciclodextrina. Cerestar USA, inc. C-Cavitron 84000. Con 9.7% en peso de agua*. 

* El % en peso de agua fue determinado por método de Karl-Fischer. 
 

TcTIM (Tiosafosfato Isomerasa de Trypanosoma cruzi). Expresada, purificada, dializada y 

cuantificada en solución amortiguadora por personal del laboratorio del Dr. Armando 

Gómez Puyou en el IFC-UNAM de acuerdo con las metodologías descritas en las 

referencias [26,43]. El peso molecular de la TcTIM monomérica es de 27329 Da. [44] por 

lo que la masa molar utilizada en el manejo de soluciones de TcTIM dimérica fue de 54658 

g/mol. 

 

Compuestos en el amortiguador (TE) 

- Trietanolamina (hidrocloruro de). [C6H15NO3] Sigma-Aldrich Inc. Ultra puro 

99.5%. Masa molar: 185.65 g/mol, p.f.: 178°C. 

- EDTA (Sal disódica del ácido etilendiamin-tetraacético). [C10H14N2Na2O8.2H2O] 

Sigma-Aldrich Inc. Estado dihidratado. Masa molar: 372.2 g/mol. Solubilidad en 

agua20°C: 0.1 M. 

- Hidróxido de sodio. [NaOH] J.T.Baker. 98.8% de pureza. Masa molar: 40 g/mol. 

 

Compuestos empleados para medición de actividad de la TcTIM 

- Gliceraldehído-3-fosfato (GAP). (Sal monobárica de dietil-acetal DL-

gliceraldehído-3-fosfato) [C7H15BaO7P] Fluka Biochemika. Pureza del 98%. Masa 

molar: 379.5 g/mol. 

- β-Nicotinamida adenina dinucleótido (NADH). [C21H27N7O14P2Na2] (sal disódica 

grado II). Roche. Masa molar: 709.4 g/mol. 

- α-Glicerol fosfato deshidrogenasa (α-GDH). Sigma Chemical Co. Suspensión 

cristalina en 2M. 2.4 mg prot./mL. 
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3.2 Métodos 

 

3.2.1 Preparación de soluciones 

 
Todas las soluciones de los compuestos inhibidores y de las ciclodextrinas se 

prepararon por pesada usando una balanza analítica Mettler AT 250 con una resolución 

máxima de 0.01 mg. El volumen de disolvente agregado también se registró. 

Adicionalmente, para todas las soluciones de ciclodextrinas se tomó en cuenta el porcentaje 

de agua en el pesado del compuesto y en el cálculo de la concentración. Dado que se 

utilizaron soluciones diluidas, la concentración de las mismas se presenta en unidades de 

molaridad al considerar el volumen de la solución igual al volumen del disolvente. 

La determinación de la concentración de la TcTIM después del proceso de 

purificación y diálisis, se lleva a cabo mediante la lectura de la absorbancia (A) a longitud 

de onda λ de 280 nm de una alícuota tomada del lote de proteína recién obtenido y disuelta 

en 1 mL de solución amortiguadora dentro de una celda de cuarzo de 1 cm de longitud de 

paso de luz, (l) colocada en un espectrofotómetro de UV y usando como blanco la misma 

celda pero únicamente con solución amortiguadora; teniendo en cuenta que el coeficiente de 

extinción molar “ε” de la TcTIM es de 36440 (M-1cm-1) [45] y aplicando la ley de Lambert-

Beer (A= ε l C) se obtiene la concentración (C) del lote de proteína, que es posteriormente 

utilizado para la preparación de soluciones más diluídas de TcTIM utilizando micropipetas 

volumétricas. 

 

Amortiguador. Todas las soluciones fueron preparadas a pH 7.4 para lo cual se 

utilizó como disolvente general, un amortiguador con una concentración 100 mM de 

trietanolamina y 10 mM de EDTA. Su preparación se llevó a cabo pesando las dos especies 

mencionadas y disolviéndolas en agua destilada, desionizada y filtrada (filtro con porosidad 

de 2 µm). El pH se ajustó a 7.4 mediante la adición de hidróxido de sodio 0.5 M utilizando 

un potenciómetro Thermo Orion 410A+ con electrodo Ag/AgCl y, una vez terminado dicho 

ajuste, vaciando la solución en un matraz volumétrico acorde a los cálculos de preparación 

y aforando con agua. 
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En cuanto a la mezcla de reacción para los ensayos de actividad, las soluciones de 

trabajo se obtuvieron de la siguiente forma: el sustrato (GAP) se obtiene tras hacer 

reaccionar 100 mg del reactivo en polvo con 1.5 g de resina de intercambio iónico Dowex 

50 WX2-100 de Sigma-Aldrich en agua hirviendo para después enfriar y filtrar obteniendo 

una solución aproximadamente 20 mM de gliceraldehído-3-fosfato. La solución de trabajo 

del NADH se preparó pesando 7 mg del compuesto y disolviéndolo en 100 µL de 

amortiguador; por su parte, el α-GDH se preparó diluyendo 5 µL de una suspensión de 10 

mg/mL en 995 µL de amortiguador. Todas las cantidades indicadas fueron pesadas con una 

balanza analítica Mettler type H15 con resolución de 0.01 mg. 

 

 
3.2.2 Calorimetría de titulación isotérmica 

 
En los últimos años, la calorimetría de titulación isotérmica (ITC) se ha convertido 

en una herramienta fundamental de la fisicoquímica aplicada a diversas ramas de la 

investigación científica [46]. Esta técnica permite la caracterización termodinámica de una 

interacción molecular entre dos especies en un solo experimento llevando a cabo la 

medición del calor liberado o absorbido tras agregar sucesivamente cantidades conocidas de 

una especie A, a una cantidad conocida de una especie B a una temperatura definida. 

Así pues, la técnica de ITC es ideal para conocer la constante de afinidad y los 

parámetros termodinámicos asociados (∆G, ∆H, ∆S y ∆Cp) a procesos de interacción entre 

una macromolécula, por ejemplo una proteína y un ligando en particular, por ejemplo, 

carbohidratos [47,48], ácidos nucléicos, compuestos aromáticos [26], otras proteínas [49], 

por mencionar algunos. 

 

3.2.2.1 Marco teórico 

 
En un experimento de ITC típico, el ligando de concentración conocida se añade a una 

celda de volumen conocido que contiene una solución de concentración igualmente 

conocida de la macromolécula. La adición del ligando en la celda se lleva a cabo 
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generalmente en varias titulaciones sucesivas de volúmenes pequeños conocidos. La 

existencia de una interacción entre la macromolécula y el ligando lleva a la absorción o 

liberación de energía en forma de calor que debe ser cuantificada durante el experimento 

como función de la concentración de ligando agregado a la celda. 

En la teoría del equilibrio químico, la interacción entre un ligando (L) y una 

macromolécula (M) se puede escribir en general como: 

M   +    nL    ↔    MLn    (3.1) 

donde n es el número de sitios disponibles en la macromolécula a los cuales puede unirse el 

ligando. La constante de equilibrio global para esta interacción resulta: 

n

n

LM

ML
K

]][[

][
=       (3.2) 

En general, la unión de las n moléculas de ligando a la macromolécula no ocurre 

simultáneamente sino que se lleva a cabo secuencialmente, estableciéndose una serie de 

equilibrios concatenados, cada uno de los cuales involucra una constante individual:  

 nn MLLML ↔+−1            ;                
]][[

][

1 LML

ML
k

n

n
n

−

=    (3.3) 

la constante kn correspondería al equilibrio de la unión del n-ésimo ligando con una 

macromolécula que ya se encuentre unida a n-1 ligandos. Las n constantes no 

necesariamente serán iguales y su determinación resulta complicada, dado que conocer las 

concentraciones de las diferentes especies al equilibrio resulta poco factible desde el punto 

de vista experimental. La macromolécula sin embargo, dado que presenta n sitios de unión 

posibles para un ligando, es susceptible de ser considerada como un conjunto de sitios de 

unión  S, cada uno de los cuales presenta una afinidad determinada por el ligando, y: 

TT MnS ][][ =       (3.4) 

donde [S]T es la concentración total de sitios de unión que depende de la concentración total 

de macromolécula [M]T. 

 Para efectos de este trabajo, y también en otros múltiples casos, es aplicable el uso 

de un modelo de conjunto único de sitios idénticos, que plantea que existe una afinidad 

intrínseca del ligando por el sitio de unión de la macromolécula [50] y que dicha afinidad es 

la misma para los n sitios de unión. Esto es, que para el equilibrio sitio-ligando existe una 
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constante ks que tiene el mismo valor sin importar el sitio, dado que los sitios presentan 

bajo este modelo afinidad idéntica por el ligando. Así, se puede establecer el equilibrio: 

SLLS ↔+       (3.5) 

del cual se pueden escribir los siguientes balances: 

][][][ SLSS T +=      (3.6) 

][][][ SLLL T +=      (3.7) 

donde [S] y [L] son las concentraciones de sitios libres y ligando libre al equilibrio 

respectivamente y [SL] es la concentración del complejo formado entre el ligando y el sitio. 

La constante de equilibrio queda dada por: 

]][[

][

LS

SL
kS =       (3.8) 

Por su parte, la ecuación 3.6 se puede escribir como una fracción de sitios libres (1-Θ) y 

sitios ocupados o acomplejados (Θ): 

1
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][

][

][

][

][
=Θ+=+

TTT S
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S

SL

S

S
    (3.9) 

por lo que las ecuaciones 3.7 y 3.8 se pueden escribir de la siguiente forma [48]: 

TT MnLL ][][][ Θ+=      (3.10) 

])[1( L
kS Θ−

Θ
=      (3.11) 

combinando las ecuaciones 3.10 y 3.11 se tiene que: 

0
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  (3.12) 

Al inyectar el ligando en la celda de volumen Vo donde está contenida la macromolécula, se 

absorbe o libera calor en cantidad proporcional a la concentración de ligando que se une a 

los sitios con respecto a la que había en la celda antes de dicha inyección, es decir: 

][0 SLHdVdq ∆=      (3.13) 

donde V0 es el volumen de la celda de trabajo y ∆H es la entalpía de reacción por mol de 

producto formado. Tomando en consideración la ecuación 3.10, la ecuación 3.13 queda: 

)][(0 TMnHdVdq Θ∆=     (3.14) 
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Dado que en ITC se determina el calor involucrado en función de la cantidad de especie 

adicionada (en este caso el ligando), se utiliza una expresión del calor como función de la 

concentración total de ligando en la celda: 

T

T

T Ld

Mnd
HV

Ld

dq

][

)][(

][ 0

Θ
∆=     (3.15) 

Realizando la derivada del lado derecho de 3.15 a partir de la ecuación 3.12, considerando 

además que la concentración total de la especie en la celda (en este caso la macromolécula) 

es prácticamente constante conforme cambia la concentración total de ligando en la celda 

[L]T (el sistema de ITC realiza la corrección de las concentraciones), la ecuación anterior 

queda de la siguiente manera: 
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Realizando dos cambios de variable, considerando la relación entre el ligando total añadido 

y la concentración total de sitios presentes XR=[L]T / [S]T =[L]T / n[M]T, y definiendo 

c=kS[S]T = kSn[M]T , la expresión 3.16 se transforma a: 
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conocida como la isoterma de Wiseman [51], que expresa el calor observado 

experimentalmente en función de la concentración total de ligando que se ha añadido hasta 

el momento a la celda. 

 En un experimento de ITC, conforme se agrega ligando en la celda, el calor 

involucrado se registra, por lo que en cada inyección se obtiene, por un lado, el cambio en 

el calor liberado o absorbido por el sistema normalizado con respecto a las moles de ligando 

añadidas por inyección (dq/d[L]T) y, por otro, la razón de concentraciones entre el ligando y 

el receptor (XR=[L]T/[M]T). Así pues, se generan puntos experimentales de (dq/d[L]T) vs. 

XR. El proceso de ajuste de dichos datos para obtener los parámetros n, ∆H y kS, utiliza la 

forma integrada de la ecuación 3.17 [50]: 
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Sin embargo, la ecuación 3.18 no puede ser usada directamente ya que representa el calor 

total involucrado en la reacción después de la i-ésima inyección (Q(i)) y para describir 

correctamente el experimento se necesita el cambio en el calor involucrado desde el término 

de la inyección i-1 hasta completar la inyección i. Además, la ecuación 3.18 es una 

expresión que aplica sólo para el volumen V0 de la celda, y dado que en cada inyección se 

agrega una cierta cantidad de volumen extra, es necesario hacer una corrección por el 

volumen desplazado. Así, la expresión para el calor ∆Q(i) liberado o absorbido en la 

inyección i-ésima es: 
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La realización del ajuste usando las ecuaciones 3.18 y 3.19, requiere de hacer una 

suposición inicial de los valores de n, kS y ∆H y el empleo del método numérico iterativo de 

Levenberg-Marquardt para minimizar la función objetivo. 

Una vez obtenidos los valores de n, kS y ∆H, es posible obtener la energía de Gibbs 

(∆G) y la entropía (∆S) de la interacción sitio-ligando mediante las ecuaciones: 

STHG ∆−∆=∆      (3.20) 

KRTG ln−=∆      (3.21) 

donde en este caso K=kS, si consideramos exclusivamente la interacción entre un solo sitio 

con el ligando. 

 

Existen muchos casos de interacción macromolécula-ligando cuyos 

comportamientos experimentales no se ajustarán satisfactoriamente a este modelo, por lo 

que, de acuerdo al sistema con el que se trabaje, el experimentador ha de ponderar el uso de 

otros modelos de interacción que permitan caracterizar lo mejor posible el sistema de 

interés. El programa computacional adjunto al sistema de ITC permite el ajuste de los datos 

experimentales a otros modelos de interacción como el de 1) dos conjuntos de sitios 

independientes, 2) sitios secuenciales de unión, 3) sitios de unión competitivos y otros. 

También es importante aclarar que el modelo descrito a detalle en esta sección arroja una 
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constante kS para la interacción de un sitio y un ligando por lo que la obtención de la 

constante global K para la interacción macromolécula-ligando en el caso de tener más de un 

sitio de unión estará sujeta a otras consideraciones que se mencionarán más adelante. 

 
 
3.2.2.2 Funcionamiento del equipo de ITC 

 
El equipo de calorimetría utilizado en este trabajo es un microcalorímetro VP-ITC 

de la empresa MicroCal LLC, el cual consiste en una unidad que mide directamente el calor 

emitido o absorbido en una muestra líquida como resultado de una mezcla de reactivos. 

Para este fin, el calorímetro consta de dos celdas y una jeringa (Figura 3.5). Cada una de las 

celdas tiene un volumen de 1.4 mL aproximadamente. Una de ellas es la celda de referencia 

dentro de la cual se introduce agua destilada, desionizada, filtrada y desgasificada con 0.5% 

de azida de sodio cambiándose periódicamente; la otra celda o celda de muestra es aquella 

que contendrá uno de los dos reactivos cuya interacción se desea estudiar y sobre la cuál se 

realizará la titulación del otro reactivo. Ambas celdas tienen paredes recubiertas de una 

aleación Hastelloy® C 276 y están rodeadas de una chaqueta adiabática, teniendo acceso al 

exterior únicamente a través de un pequeño conducto por encima de las mismas que permite 

al usuario introducir la solución de referencia y la solución de trabajo según corresponda. 

Las celdas están conectadas por medio de un circuito termopar que permite detectar 

pequeñas diferencias de temperatura entre ellas. 

La jeringa sirve para contener el segundo reactivo y es el medio a través del cual este 

último es introducido o titulado en la celda. Aunque el volumen que puede contener la 

jeringa es ligeramente mayor, el volumen máximo inyectable es de 297 µL. La jeringa 

posee un motor que es controlado electrónicamente para garantizar la inyección precisa 

hacia la celda de cantidades volumétricas de reactivo que pueden ser definidas por el 

usuario y que tienen como límite el volumen máximo inyectable. 
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Figura 3.5 Diagrama representativo de un aparato 
de calorimetría de titulación isotérmica (ITC). 

 

Al inicio del experimento, la celda de muestra se llena con uno de los reactivos, 

generalmente una disolución en amortiguador de la macromolécula, y la jeringa con el 

ligando en el mismo amortiguador, aunque esta disposición puede cambiar. La jeringa se 

introduce en la celda y se fijan las condiciones de operación como la temperatura de trabajo, 

la velocidad de agitación, las concentraciones iniciales tanto en la celda como en la jeringa 

(en mM), el número total de titulaciones, el volumen de titulante y el tiempo a transcurrir 

entre cada una de ellas, y el valor de señal (DP) que será tomado como línea base y cuyo 

significado explicaremos en el siguiente párrafo. Cuando se ha alcanzado la temperatura de 

trabajo, y la línea base se ha estabilizado se puede comenzar el experimento titulando, 

según lo programado, uno de los reactivos a través de la jeringa hacia la celda a agitación 

constante. 
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Como su nombre lo indica, el ITC está diseñado para llevar a cabo la mezcla de los 

dos reactivos a temperatura constante; el rango normal de temperaturas de operación del 

ITC va de los 2°C hasta los 80°C. El mantenimiento de la temperatura lo lleva a cabo a 

través de un suministro de energía a ambas celdas, estableciendo desde el inicio una ligera 

diferencia de temperaturas entre la celda de muestra (temperatura de trabajo) y la de 

referencia que el sistema busca mantener constante durante todo el experimento. Todo esto 

implica que el suministro de energía a ambas celdas sea ligeramente diferente siendo la 

variable DP, la diferencia de suministro de energía entre la celda de muestra y la celda de 

referencia. Al inicio de un experimento el usuario fija un valor de DP que será tomado 

como línea base y que constituye una diferencia de energía suministrada entre ambas celdas 

que se mantendrá constante mientras en la celda de muestra no ocurra liberación o 

absorción de calor por efecto de una reacción o de la entrada de un agente que perturbe 

térmicamente el sistema. 

De este modo, el DP constituye la señal de respuesta, de forma que cuando algún 

cambio térmico ocurre en la celda de muestra, el sistema cambia el suministro de energía 

hacia la misma buscando mantener la diferencia de temperaturas entre las celdas de trabajo 

y de referencia constante, y dicho cambio se traduce en la modificación de la lectura de DP. 

Cuando la perturbación térmica en la celda de trabajo cesa, la señal de DP regresa a su valor 

de línea base. En este sentido, cada titulación de reactivo dentro de la celda generará un 

cambio en la señal de DP creando un perfil de perturbación o señal térmica cuyo tamaño y 

apariencia dependerán de los fenómenos involucrados tras haber agregado dicho reactivo. 

Por ejemplo, si tras la inyección se presenta una reacción exotérmica, el aumento 

diferencial de la temperatura en la celda producirá que disminuya la alimentación de energía 

hacia la misma para mantener su temperatura constante y ocasionará que la línea de DP 

sufra una caída cuya recuperación comenzará cuando el fenómeno térmico haya cesado 

(Figura 3.6 A). Si, en cambio, la reacción es endotérmica, comenzará a haber una 

disminución diferencial de temperatura en la celda que llevará al sistema a aumentar el 

suministro energético para mantener la temperatura constante, lo que se traducirá en un 

aumento de DP y ocasionará que la lectura se perturbe hasta que el fenómeno térmico cese, 

tras lo cuál la señal regresará al valor de la línea base. Al término de todas las titulaciones 
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se tendrá un perfil calorimétrico o conjunto de señales donde se podrán visualizar las 

variaciones energéticas a lo largo del tiempo total del experimento. Normalmente al inicio 

del mismo, prácticamente todo el ligando adicionado se une a la macromolécula en solución 

por lo que las primeras señales son las de mayor tamaño y conforme se reduce el número de 

sitios de unión disponibles en la celda, la señal calorimétrica va decreciendo hasta llegar a 

la última titulación (Figura 3.6 A). 
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Figura 3.6 A Ejemplo de señales experimentales correspondientes a la titulación de la  
especie presente en la jeringa en el amortiguador y en la solución problema. B Señal 
calorimétrica neta de interacción entre la especie presente en la jeringa y aquella 

presente en la celda. 
 

El control de todas las operaciones del ITC se lleva a cabo por medio de un programa de 

computadora a través del cual se registran todos los datos. La señal completa del 

experimento es un registro continuo de las variaciones de energía por unidad de tiempo. 

Esta curva debe ser integrada con respecto al tiempo permitiendo asignar la señal energética 

de cada titulación a cada relación de concentraciones, obteniendo datos de calor generado o 

absorbido como función de la relación [L]T/[S]T cuyo valor se conoce a lo largo de todo el 
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experimento. Al final se obtiene la gráfica del experimento donde cada punto corresponde a 

cantidad de energía/mol de reactivo inyectado contra razón molar [L]T/[S]T (Figura 3.6 B). 

 

La realización exitosa de un experimento de ITC requiere de tomar en cuenta las 

siguientes consideraciones: 

A) La presencia de burbujas de aire en la solución de la jeringa o de la celda pueden 

ocasionar inestabilidad de la línea base antes y/o durante el experimento, por lo que se 

recomienda un ligero desgasificado de las soluciones de trabajo previo al inicio del mismo 

vía la aplicación de vacío y agitación a dicha solución. Este vacío ha de ser ligero ya que de 

lo contrario se corre el riesgo de alterar la concentración de las soluciones. 

 

B) La señal neta observada en el calorímetro siempre es resultado de la suma de todos los 

fenómenos térmicos ocurridos al momento de agregar la solución de la jeringa dentro de la 

celda. Esto implica que si existen múltiples especies interactuando, no se podrán separar las 

señales de calor absorbido o emitido de cada interacción. Por ello, es importante que se 

garantice que sólo haya una especie en la jeringa capaz de interactuar con una sola especie 

presente en la celda. Si las soluciones en las que se encuentran los reactivos contienen otras 

especies, como en el caso del uso de un amortiguador, las concentraciones de todas las 

especies adicionales deben ser idénticas entre la solución de la jeringa y la solución de la 

celda para evitar efectos térmicos ocasionados por la dilución de alguna de ellas. En el caso 

por ejemplo de una solución amortiguadora, tanto el reactivo presente en la celda como el 

presente en la jeringa deben estar disueltos en la misma solución amortiguadora al mismo 

pH. 

 

C) Las señales obtenidas en el experimento descrito no contienen sólo la señal calorimétrica 

neta de la interacción que se desea medir, sino que son la suma de esta última con la señal 

propia del efecto térmico de diluir el reactivo que está presente en la jeringa, en la solución 

de la celda. Por lo que es necesario conocer esta señal y restársela a la señal del 

experimento para obtener aquella que es exclusiva de la interacción que se ha querido 

medir. Para esto se realiza un segundo experimento, llamado de dilución, donde la especie 
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que se colocó en la jeringa se titula sobre la celda en iguales condiciones a las del primer 

experimento pero llena esta última únicamente con el solvente en ausencia del otro reactivo 

(ver Figura 3.6A). El valor de cada punto de la curva resultante se resta al valor de cada 

punto de la curva obtenida del experimento original, operación que se denomina resta del 

blanco y que se lleva a cabo a través del programa Origin®. 

Una vez que se tiene la curva, producto de la resta mencionada (Figura 3.6 B), en 

unidades de cal/mol de reactivo inyectado contra razón molar [L]T/[S]T, ésta es directamente 

ajustable al modelo de interacción que el usuario considere conveniente. El ajuste se puede 

hacer igualmente a través del programa Origin® incluido en la paquetería del ITC. 

 

D) Para que los parámetros termodinámicos obtenidos del ajuste de los datos sean 

confiables, es necesario que la señal calorimétrica de la interacción sea suficientemente 

grande como para distinguirla de la señal por la dilución del reactivo en la jeringa y que el 

conjunto de titulaciones logre obtener una alta “saturación” de los sitios de unión 

disponibles, es decir, que la especie contenida en la celda quede en su mayoría acomplejada 

por la especie contenida en la jeringa. Una manera de ver esto es a través de la curva del 

experimento y la curva de la dilución; conforme se agrega el reactivo de la jeringa a la celda 

la señal calorimétrica, como consecuencia de su interacción con el reactivo de la celda, va 

disminuyendo, por lo que cuando se ha llegado a un punto cercano al acomplejamiento total 

del reactivo de la celda, la señal es mucho más pequeña y se acerca en tamaño a la señal 

propia de la dilución. Una consideración práctica en cuanto al uso de una curva de ITC para 

ser susceptible de ajuste consiste en que la señal de la última titulación tenga un tamaño no 

mayor al 10% del tamaño de la señal de la primera titulación (Figura 3.6 A). Si lo anterior 

no se cumple, no es posible obtener un valor confiable de la constante de asociación kS. 

 

E) Considerando el punto anterior, la obtención de la mejor curva experimental depende de 

la afinidad que presente un reactivo por otro. Teniendo en cuenta que la curva calorimétrica 

integrada es la isoterma de Wiseman (ecuación 3.17), se ha comprobado que en un mismo 

intervalo de razón de concentraciones [L]T/[S]T y para un mismo valor del producto ∆HV0, 

la forma de la curva experimental cambia cuando se modifica el valor de c=kS[S]T, que es 
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un parámetro que depende de la constante de afinidad (Figura 3.7). Esto implica que si el 

valor de c es grande para un sistema determinado, la unión entre las dos especies es de alta 

afinidad, lo que lleva a que la isoterma adquiera una forma de escalón cuya altura en el 

punto de equivalencia estequiométrica macromolécula-ligando corresponde prácticamente 

al valor del ∆H, haciendo que la determinación de este parámetro sea más directa. 

Conforme disminuye la concentración total inicial de la especie presente en la celda, la 

curva cambia su apariencia con un cambio que corresponde a una unión menos fuerte entre 

las especies involucradas. Es pues deseable que bajo las condiciones experimentales, el 

sistema posea una c grande. Tradicionalmente se ha considerado que el rango ideal para 

obtener resultados confiables es 1 ≤ c ≤ 1000. 

 

 

Figura 3.7 Apariencia de curvas de titulación de ITC para 
valores diferentes de c. Isotermas de Wiseman [51]. 

 

La obtención de una c grande implica sin embargo que el sistema sea de gran afinidad (kS 

grande) y/o que se puedan manejar concentraciones altas tanto de titulante como de la 

especie presente en la celda. Para el estudio de muchos sistemas de interés esto es poco 

factible, ya que se conjugan tanto las bajas afinidades inherentes a la interacción, como los 

límites de solubilidad de los reactivos involucrados o su disponibilidad, por lo que en 

muchos casos se trabaja con valores de c << 1 buscando obtener datos útiles sobre dichas 

interacciones débiles. Sin embargo, se ha encontrado [52] que el ITC puede arrojar 

resultados confiables especialmente del valor de kS incluso bajo condiciones experimentales 

que presenten valores de c muy pequeños, sobretodo para sistemas de interacción de baja 
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afinidad (kS < 10
5) debiéndose tener cuidado en la interpretación del ∆H obtenido en los 

ajustes cuyo valor preciso depende en estos casos de la exactitud en las concentraciones 

utilizadas. 

  En resumen, para el diseño de un experimento de ITC se deben ponderar la afinidad 

entre los compuestos que interaccionan en la celda, las concentraciones máximas de 

reactivos que se pueden utilizar y la relación inicial de concentraciones entre la especie 

presente en la jeringa y la especie presente en la celda (recordando que la primera debe ser 

mayor a la segunda en cantidad suficiente como para lograr una alta saturación). 

 

 
3.2.2.3 Condiciones experimentales 

 
El microcalorímetro VP-ITC se utilizó para realizar mediciones calorimétricas a 

36°C de los sistemas bajo estudio que serán descritos en el capítulo de resultados y 

discusión. Las concentraciones de las soluciones de trabajo fueron variadas según las 

necesidades detectadas para cada caso. Todas las soluciones se degasificaron a agitación 

constante durante 5 minutos previo al experimento en un equipo ThermoVac de MicroCal 

LLC con una capacidad de vacío máxima de 28.4 in.Hg la cual fue regulada para evitar 

pérdida de material en el proceso. 

Para todos los experimentos se equilibró la línea base de DP previamente a realizar 

las titulaciones. El valor de DP fijado para la línea base varió según el sistema de estudio de 

acuerdo con criterios relativos a la afinidad estimada del sistema. El volumen de las 

titulaciones más comúnmente utilizado fue de 10 µL pero esta cantidad llegó a variar según 

las consideraciones en torno al experimento. Para todos los experimentos se programó una 

titulación inicial de 1 µL cuya señal resultante fue deliberadamente desechada por 

considerarse que la primer titulación es susceptible de ser menos precisa dada una posible 

difusión de material entre la jeringa y la celda previa al inicio de las titulaciones, y por una 

imprecisión relacionada con el avance inicial del émbolo de la jeringa en la primer 

titulación. Es importante aclarar que, si bien esta medida no es considerada por algunos 

experimentadores como la mejor forma de lidiar con las anomalías descritas [53], sí permite 
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minimizarlas teniendo un efecto despreciable en el experimento cuando se trata de sistemas 

de baja afinidad. 

 La velocidad de agitación en todos los experimentos realizados por ITC fue de 300 

rpm. Para todos los experimentos realizados se efectuó la dilución de la especie contenida 

en la jeringa, cuyo resultado fue restado a la señal del experimento original correspondiente. 

El ajuste de los modelos de interacción a los datos experimentales se realizó con el 

programa Origin® versión 7.0 del mismo equipo en todos los casos. El equipo de ITC 

utilizado pertenece al Laboratorio de Termofísica del Departamento de Fisicoquímica de la 

Facultad de Química de la UNAM. 

 

 
3.2.3 Espectroscopía de fluorescencia 

 

La fluorescencia es el proceso de emisión de fotones por parte de una molécula 

como consecuencia de haber sufrido una excitación electrónica al haber absorbido cierta 

cantidad de radiación electromagnética. Los grupos moleculares que presentan este 

fenómeno son llamados “fluoróforos”. Existen diversos compuestos que son fluoróforos o 

presentan grupos funcionales que los son, los más conocidos tienen en común grupos 

aromáticos, por ejemplo la vitamina A, aminoácidos aromáticos, la clorofila, el NADH, etc. 

Cuando a un fluoróforo se irradia con luz de ciertas longitudes de onda, absorbe 

energía y lleva a algunos de sus electrones a un estado excitado de “singulete”, es decir, que 

el espín del electrón en el estado excitado no cambia y permanece apareado (con espín 

opuesto) con respecto al electrón del estado basal, lo cual, lleva a que, en un tiempo muy 

corto (nanosegundos), el electrón regrese buscando de nuevo su estado basal, emitiendo 

para ello un fotón con una cierta longitud de onda. Así, dos parámetros medibles son los 

espectros de excitación y de emisión del compuesto a diferentes longitudes de onda. Dichos 

espectros suelen presentar a longitudes de onda definidas intensidades de fluorescencia 

mínima y máxima [54]. 

La intensidad de la fluorescencia emitida depende, además del fluoróforo en sí 

mismo, de los procesos anti-radiación presentes en su entorno. Estos procesos tienen que 

ver con la transferencia de una parte de la energía de excitación al medio circundante y 
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proveen de mecanismos alternativos por los cuales el fluoróforo se puede relajar de su 

estado excitado y regresar a su estado basal, resultando en la disminución de la intensidad 

de fluorescencia; a este fenómeno se le conoce como apagamiento [54]. 

Uno de los factores más importantes que conducen al apagamiento es el medio en el 

que se encuentre el fluoróforo disuelto. Se sabe que en un medio polar la intensidad de 

fluorescencia disminuye respecto de aquella que tendría si se encontrara en un medio menos 

polar o apolar, por lo que cuando la molécula fluorescente está rodeada por un solvente 

polar como el agua presenta una cierta intensidad de fluorescencia que aumentará al 

momento de trasladar al fluoróforo a un medio apolar o hidrofóbico. 

 El fenómeno descrito en el párrafo anterior ha sido ampliamente explotado en 

estudios de plegamiento de proteínas [6,54], ya que entre los aminoácidos constituyentes de 

las mismas, el triptofano, la tirosina y la fenilalanina poseen la capacidad de fluorescer. 

Esto permite rastrear cuándo dichos aminoácidos están expuestos al solvente y cuándo se 

encuentran inmersos en un ambiente más hidrofóbico, como el característico del interior de 

las estructuras proteicas en el estado plegado o nativo. Cuando el fluoróforo se encuentra 

expuesto al solvente, presenta una intensidad de fluorescencia determinada, y al estar 

inmerso en un ambiente hidrofóbico dicha intensidad aumenta y la longitud de onda donde 

ocurre la intensidad máxima cambia, sufriendo en muchos casos un corrimiento hacia el 

azul, es decir que la intensidad máxima en el espectro corresponde ahora a una menor 

longitud de onda. 

 Para el presente estudio se buscó sacar provecho de la posible capacidad 

fluorescente de los inhibidores de la TcTIM seleccionados como una segunda herramienta 

para observar un posible acomplejamiento de los mismos con las CDs al pasar de un 

ambiente acuoso a una cavidad hidrofóbica. 

 

Los espectros de emisión de fluorescencia de los compuestos estudiados se 

obtuvieron en un espectrofluorómetro Shimadzu RF5000U introduciendo 400 µL de las 

soluciones de interés a pH 7.4 dentro de una celda de cuarzo de 4 mm a temperatura 

ambiente. Las condiciones de excitación y el intervalo del espectro de emisión variaron 

según el compuesto estudiado y se presentan en el apartado de resultados y discusión. 
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Para todos los experimentos se corrieron blancos correspondientes al medio en el 

cual se encontraba el fluoróforo pero en ausencia de este último. El fluorómetro utilizado 

pertenece al laboratorio del Dr. Armando Gómez Puyou del Instituto de Fisiología Celular 

de la UNAM. 

 
 
3.2.4 Mediciones de actividad de la TcTIM 

 

Esta técnica experimental consiste tal como su nombre lo indica en el monitoreo de 

la capacidad de la TcTIM, presente en una solución dada, de llevar a cabo su función 

enzimática. Los ensayos de actividad permiten observar diferencias entre una solución con 

TcTIM nativa y una solución en la cuál se halle presente un agente que perturbe a la enzima 

y a su funcionalidad ya sea un inhibidor o agentes o condiciones desnaturalizantes 

[4,8,11,26,43,55]. 

 El seguimiento de la actividad de la TcTIM se lleva a cabo sin embargo a través de 

una reacción acoplada, es decir, una reacción secundaria que utiliza el producto de la 

catálisis de la TcTIM como reactivo para sí misma (Figura 3.8). Tal como se ha dicho 

anteriormente, la TcTIM cataliza la interconversión de gliceraldehído-3-fosfato (GAP) en 

dihidroxiacetona-fosfato (DHAP); para el ensayo de actividad se hace una mezcla de 

reacción que será puesta en contacto con la solución que contenga la TcTIM. Dicha mezcla 

contiene solución amortiguadora, el sustrato de la TcTIM, es decir el GAP, β-nicotinamida 

adenina dinucleótido en su forma reducida (NADH) y la enzima α-glicerol fosfato 

deshidrogenasa (α-GDH). Al momento en que la solución con TcTIM entra en contacto con 

la mezcla de reacción, la TcTIM en estado nativo funcional de inmediato comienza a 

transformar el GAP en DHAP; bajo condiciones normales el DHAP también estaría siendo 

convertido en GAP de nuevo por la misma TIM, sin embargo, la enzima α-GDH toma el 

DHAP producido y lo convierte, con la cooperación catalítica del NADH, en glicerol-3-

fosfato, reacción que es irreversible y que genera como subproducto NAD+ al oxidarse el 

NADH en el proceso (Figura 3.8). 
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Figura 3.8 Esquema de la reacción acoplada utilizada para la determinación de la actividad catalítica de la 
TcTIM. GAP=gliceraldehído-3-fosfato, DHAP=dihidroxiacetona fosfato, NADH/NAD

+
=β-nicotinamida 

adenina dinucleótido forma reducida/oxidada, α-GDH=α-glicerol fosfato deshidrogenasa. 
 

La irreversibilidad de la reacción acoplada permite que el equilibrio de la reacción 

catalizada por la TcTIM esté siempre a favor de la desaparición del GAP y también de la 

desaparición del NADH. Dado que el NADH es una especie química cuya forma reducida 

se puede seguir por espectrofotometría de UV, se puede obtener el cambio de la 

absorbancia por unidad de tiempo al ir cambiando la concentración de NADH. Mientras la 

caída de la absorbancia sea lineal para el NADH y sabiendo su coeficiente de extinción, se 

puede aplicar la ley de Lambert-Beer para conocer la concentración de GAP que la TcTIM 

ha convertido en DHAP durante un lapso de tiempo entre los cuales se hayan hecho las 

lecturas de absorbancia, obteniendo así un valor de actividad de la TcTIM que corresponde 

a la cantidad de sustrato GAP convertida por unidad de tiempo y por miligramo de proteína 

(TcTIM) presente. Lo anterior permite comparar la actividad de la proteína en estado nativo 

disuelta únicamente en su amortiguador, con la actividad de la misma pero bajo otras 

condiciones para obtener una fracción de cambio de la actividad de la enzima cuando ésta 

se encuentra bajo la presencia de agentes que puedan afectar su funcionalidad. En este 

trabajo se realizaron ensayos de actividad de TcTIM para los diferentes sistemas estudiados 

cuyos resultados se describirán más adelante. 

Como metodología general, previo a los ensayos de actividad se prepararon en tubos 

de 500 µL, soluciones de ligando + CD, a concentraciones variadas según la conveniencia 

del estudio, en solución amortiguadora a pH 7.4. Una vez preparadas dichas soluciones se 

agregó a cada una de ellas una alícuota de 25 µL de una solución de 50 µg/mL de TcTIM 

para una concentración de trabajo de 5 µg/mL y se sometieron a incubación por dos horas a 

36°C en un baño de temperatura constante marca RM6 Lauda Brinkmann. Posteriormente, 

una alícuota de 1.5 µL (7.5 ng de TcTIM) de cada uno de los tubos incubados se agregó a 

una celda de policarbonato conteniendo cada una 1 mL de mezcla de reacción integrada por 
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1 mM de GAP, 0.2 mM de NADH y 0.9 unidades de α-GDH (equivalente a la proteína 

necesaria para transformar 0.9 µmol/min de sustrato) todo disuelto en amortiguador. Al 

momento de agregar en la celda la alícuota con la proteína de cada tubo experimental, se 

procedía a leer la absorbancia de la mezcla cada 30 segundos y durante 7 minutos a longitud 

de onda λ de 340 nm en un espectrofotómetro de UV multicelda Hewlett-Packard 8452A a 

25°C. 

Se obtuvieron perfiles de cambio de absorbancia correspondientes al NADH para 

cada tubo analizado. Tomando en cada caso la diferencia del valor de la absorbancia entre 

el minuto 1 y el 4, y considerando un tiempo de 3 minutos se obtuvo el valor del cambio de 

absorbancia por minuto para cada tubo analizado (∆A/min). Considerando la ley de 

Lambert-Beer, un coeficiente de extinción del NADH de 6.22x10-9 M-1cm-1, una longitud 

de celda de 1 cm, un volumen de trabajo de 1 mL y una cantidad máxima de TcTIM en las 

celdas de aproximadamente 7.5x10-6 mg, la actividad se calculó en todos los casos de la 

siguiente manera: 

mgxmol

A

mg

mol
Actividad

61 105.7*22.6

min/
)

min*
( −−

∆
=

µ
µ

   (3.22) 

cuyas unidades son µmol/min/mg. Las actividades obtenidas se normalizaron respecto a la 

obtenida en un tubo control (únicamente TcTIM en amortiguador) de tal manera que se 

calculó el porcentaje de actividad en cada caso, considerando el 100% como el valor de la 

actividad en el control. Esto permite hacer comparaciones directas de lo ocurrido a la 

funcionalidad de la proteína en presencia de compuestos diversos. 

 Los equipos utilizados para completar esta sección experimental pertenecen al 

laboratorio del Dr. Armando Gómez Puyou del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. 
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En el segundo apartado de este trabajo, tras revisar los antecedentes concernientes a la 

TcTIM, los compuestos capaces de inhibirla y las ciclodextrinas, se plantearon 5 objetivos 

que pretenden aumentar la información sobre la acción y capacidades de algunos 

compuestos orgánicos inhibidores de la TcTIM. La idea básica es la de estudiar el 

comportamiento de los inhibidores en presencia de ciclodextrinas que, al proporcionar 

microambientes hidrofóbicos de diferente tamaño, permitan conocer su afinidad por ellos. 

Adicionalmente, combinando los resultados de ITC para los sistemas CD-inhibidor con los 

de actividad de la TcTIM en presencia de los inhibidores y la CD, se pretende obtener la 

constante de equilibrio para la formación del complejo TcTIM-inhibidor. El presente 

apartado reporta los resultados y un análisis detallado de los mismos. 

 

 
4.1 Parámetros termodinámicos de la interacción CD-inhibidor por 
calorimetría de titulación isotérmica (ITC) 
 

 
Mediante la técnica de ITC se buscó obtener la constante de afinidad y los 

parámetros termodinámicos asociados con la interacción entre cuatro inhibidores de la 

TcTIM, a saber, el benzotiazol y los compuestos C8, C9 y C10 y cada una de las tres 

ciclodextrinas naturales, a saber, α-CD, β-CD y γ-CD. Con la participación de los 

compuestos descritos se consideró que bajo el modelo de unión macromolécula-ligando 

expuesto en el marco teórico de esta técnica experimental, la CD fungiría en este caso como 

la macromolécula y el compuesto orgánico de la familia de los benzotiazoles como el ligando 

potencial cuya constante de interacción con la CD se desea conocer. 

 Pruebas experimentales iniciales dejaron en claro que la colocación de la CD en la 

celda de muestra de ITC y su titulación a través de la jeringa con el inhibidor resultaba 

inconveniente, ya que las condiciones de máxima solubilidad de los inhibidores no permitían 

generar señales calorimétricas suficientemente grandes para obtener una curva de titulación 

útil para caracterizar al sistema. Estos resultados también mostraron que las interacciones 

CD-inhibidor son débiles, e indujo a que la colocación de los compuestos en el aparato de 
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ITC para todos los casos estudiados fuera con la solución de inhibidor o ligando dentro de la 

celda y la solución de ciclodextrina, que funge como macromolécula, dentro de la jeringa de 

titulación. Dado que las CDs son mucho más solubles que los inhibidores, esta disposición 

de las especies participantes permitió obtener curvas calorimétricas que pudieran ser 

sometidas a un ajuste. 

 Se realizaron experimentos de ITC a 36°C y pH 7.4 para todas las combinaciones de 

los cuatro benzotiazoles con las tres CDs a concentraciones diversas, según cada sistema 

CD-inhibidor, para generar la mejor curva calorimétrica posible. Muchas de las soluciones 

utilizadas fueron preparadas en el límite de solubilidad de dichas especies a 20°C, debido a 

que fue de esta forma como se podía obtener tanto una señal calorimétrica distinguible del 

ruido del aparato, como una saturación del ligando por la ciclodextrina titulada que fuera 

suficiente para realizar un ajuste y obtener la constante de afinidad. 

 A manera de ejemplo, la figura 4.1 muestra uno de los experimentos realizados para 

encontrar la constante de equilibrio entre la γ-CD y el inhibidor C8. Para todos los sistemas 

estudiados se realizó la resta de la señal del blanco que corresponde a la dilución de la 

ciclodextrina en el amortiguador. Se puede observar en el panel A las señales brutas del 

experimento y del blanco, la cual fue restada a la primera para obtener la curva calorimétrica 

debida a la interacción entre la CD y el C8 (panel B). Los datos en el panel B fueron 

ajustados al modelo de un solo grupo de sitios independientes, que considera que la 

ciclodextrina como macromolécula no tiene varios sitios de unión cooperativos sino que las 

uniones de las moléculas orgánicas a la CD no son dependientes unas de otras y que el tipo 

de sitio de unión es único. Lo anterior se justifica por el hecho de que la CD básicamente 

interactúa de forma directa con un compuesto orgánico mediante la inclusión del mismo 

dentro de la cavidad, la cual se presenta como el sitio de unión único. Si bien es cierto que 

una CD podría interactuar con más de un compuesto orgánico, la experiencia con múltiples 

compuestos aromáticos inclusive de tamaño menor a las moléculas de estos inhibidores ha 

mostrado una gran predominancia de la estequiometría de interacción 1:1 entre la 

ciclodextrina y su huésped [32,37]. El modelo descrito permite la obtención, a través del 

ajuste, de la estequiometría de interacción entre la CD y el ligando arrojando como 
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resultado, además de la constante de interacción K y el ∆Η de unión, el parámetro N que 

indica el número de moléculas de ligando (inhibidor) que se unirían a una de CD. 
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Figura 4.1 Curvas experimentales de ITC. A Curva de titulación de γ-CD sobre 

C8 y sobre amortiguador. B Señal neta una vez restada la dilución 
y ajuste de datos a un modelo propuesto. 

 

Al momento de ajustar la curva de datos experimentales a la ecuación del modelo, cualquiera 

de los tres parámetros ajustables (K, ∆H y N) puede fijarse si su valor ya se conoce. Dado 

que no se conocía ni la constante de afinidad ni la entalpía de unión para ningún sistema, 

nunca se fijaron dichos parámetros, cosa que sí se hizo con el parámetro de estequiometría 

de tal modo que se realizaron dos ajustes para todas las curvas experimentales, uno de ellos 

con N fija e igual a 1, y otro ajuste dejando dicho parámetro libre a determinar por el mismo 

ajuste, tal como se presenta en los datos del panel B de la figura 4.1. El cuadro 4.1 resume si 

se detectaron calorimétricamente complejos entre las CDs y los benzotiazoles y si dicha 

interacción pudo ser caracterizada termodinámicamente. Por su parte, en el cuadro 4.2 se 

presentan los parámetros termodinámicos obtenidos por ITC para las interacciones CD-

inhibidor que pudieron ser cuantificadas; los valores presentados se han tomado de los 
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mejores ajustes obtenidos. Se detectó la formación de complejos para β− y γ-CD con C8 y 

para las tres ciclodextrinas con C9. Para el benzotiazol los resultados experimentales no 

mostraron la existencia de complejos, y para el inhibidor C10 con todas las CDs así como 

para el caso de α-CD con C8, se detectaron complejos para los que, por las limitaciones de 

solubilidad de las especies o por su baja afinidad, no se pudieron determinar sus parámetros 

de interacción. 

 

Cuadro 4.1 Resumen de la detección por ITC del acomplejamiento entre las CDs y los 
inhibidores a las condiciones experimentales descritas. 

 
Inhibidor 

 

Ciclodextrina 
Benzotiazol C8 C9 C10 

α-CD NO NO* SI NO* 

β-CD NO SI SI NO* 

γ-CD NO SI SI NO* 

* Se detectaron señales calorimétricas que indican acomplejamiento pero, por el tipo de curvas 
obtenidas, no se pudieron cuantificar termodinámicamente dichas interacciones. 

 

Cuadro 4.2 Parámetros de interacción CD-inhibidor a 36°C y pH 7.4 para el modelo de 
sitios independientes con N=1 fija, excepto para γ-CD / C9. 

 
Complejo K (L mol-1) ∆H (cal mol-1) ∆S (cal mol-1 K-1) ∆G (cal mol-1) 

β-CD / C8 578  ±  6 -4268  ±  25 -1.17  ±  0.10 -3906  ±  6 

γ-CD / C8 268  ±  4 -1415  ±  11 6.53  ±  0.03 -3434  ±  9 

α-CD / C9 128  ±  1 -7668  ±  42 -15.20  ±  0.10 -2980  ±  5 

β-CD / C9 1270  ±  8 -4929  ±  14 -1.75  ±  0.03 -4390  ±  4 

γ-CD / C9* 
(K1) 855  ±  41 

(K2) 1360  ±  55 

-4930  ±  43 

-5037  ±  512 

-2.53  ±  0.10 

-1.95  ±  1.50 

-4147  ±  29 

-4432  ±  25 

* El mejor ajuste para éste sistema fue con N=2 bajo el modelo de “sitios secuenciales de unión”. 

 

Los gráficos de los experimentos más representativos para todos los sistemas 

estudiados (excepto donde no se detectó complejo), así como los ajustes obtenidos para 
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cada sistema se presentan en el apéndice 1 del apartado VII del presente trabajo. Para todos 

los sistemas medidos se aplicó el mismo modelo de interacción. Los resultados en el cuadro 

4.2 corresponden a los parámetros obtenidos mediante el ajuste con N fija e igual a 1, por 

considerarse la estequiometría predominante en la interacción CD-inhibidor para cuatro de 

los cinco sistemas reportados. La manera de garantizar que el parámetro estequiométrico se 

apegara a la realidad de la información proporcionada por la curva experimental, fue 

mediante la realización de un segundo ajuste con N libre que, para los casos β-CD y γ-CD 

con C8 y β-CD con C9 resulta claramente cercano a 1, corroborando que la estequiometría 

para estos sistemas es predominantemente 1:1 (ver apéndice 1). El caso α-CD con C9 por su 

parte muestra la menor afinidad (K más pequeña) de entre todos los sistemas reportados y la 

estequiometría a N libre resulta poco convincente (N=2.55 en el apéndice 1). Tomando en 

cuenta que la β-CD, poseyendo una estructura más grande que α-CD, únicamente es capaz 

de albergar una sola molécula de C9, es claro que la α-CD en todo caso solamente podrá 

formar de igual manera un complejo 1:1 con C9. Bajo el argumento anterior se reconoce que 

la estequiometría α-CD/C9 es 1:1 y las desviaciones presentadas en el ajuste a N libre se 

atribuyen al hecho de que dada la baja afinidad del sistema, la curva experimental resulta 

menos adecuada para realizar un ajuste (un valor de c de Wiseman bajo). Por ello, el ajuste 

de los tres parámetros resulta en valores poco confiables especialmente de la estequiometría 

y de la entalpía de unión [52]. 

 El sistema γ-CD/C9 tiene un comportamiento distinto a los demás debido a que el 

ajuste simultáneo de los tres parámetros resulta inaceptable para el modelo de sitios 

independientes. Debido al tamaño de la molécula de C9 respecto de la CD, las posibilidades 

planteaban fijar una estequiometría a N=1, N=2 o una correspondiente a dos CDs por una 

molécula de inhibidor, que sería la opción menos probable. Tras realizar los ajustes con el 

modelo mencionado, fue el ajuste N=2 el que resultó reproducir mejor la curva experimental. 

Sin embargo, probando el ajuste de la misma a otro modelo de interacción correspondiente 

al de sitios secuenciales de unión, el ajuste resultó aún mejor para dos sitios de unión por lo 

que se optó por presentar los resultados del mismo como los más adecuados para describir 

la interacción γ-CD/C9. Lo anterior resulta lógico si se considera que si bien el mejor ajuste 

del primer modelo fue para una estequiometría N=2, es poco probable que la unión de la 
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segunda molécula de C9 a un complejo γ−CD/C9 sea independiente y no se vea influenciado 

por la presencia de la primera molécula de C9, es decir, considerando que ambas moléculas 

para acomplejarse con una misma CD, han de compartir el espacio de la cavidad y por lo 

tanto la naturaleza del sitio de unión vacío difícilmente será idéntica a la naturaleza del sitio 

de unión con la presencia ya de una de las moléculas. Por ello, se considera que el modelo de 

sitios secuenciales de unión, además de ajustar mejor, resulta más convincente para 

caracterizar la interacción que el modelo de sitios independientes con N=2. Las constantes 

K1 y K2 presentadas para este caso (Cuadro 4.2) corresponden a la unión de la primera y 

segunda moléculas de C9 respectivamente. Por último, es importante mencionar que debido 

a que el ligando (inhibidor) se colocó en todos los experimentos en la celda del aparato de 

ITC en vez de colocarse en la jeringa, se especificó al programa dicha condición previo a 

realizar cualquier ajuste, y que además debido a esta disposición experimental, el parámetro 

c depende no de la concentración de CD sino de la concentración de inhibidor. 

 La figura 4.2 permite visualizar todas las curvas obtenidas por ITC entre las 

ciclodextrinas y los compuestos seleccionados. Se puede observar que la interacción en 

todos los casos entre las tres CDs y el benzotiazol es nula a las concentraciones 

experimentales. Las curvas para C10 muestran que la interacción del mismo con las CDs 

existe, sin embargo, en gran medida debido a la baja solubilidad de C10, no es posible 

obtener una curva ajustable a algún modelo. En todo caso, de existir una interacción de C10 

con las CDs, ésta resultará mucho más débil que aquella que puede presentarse para C8 y C9 

con β y con γ-CD. En el caso de la α-CD podría existir una interacción con C10 similar a 

aquella que se presenta para el caso de C9, pero no ha podido cuantificarse por ITC. 

Considerando los resultados en el cuadro 4.2 y en la figura 4.2, se puede afirmar que 

es el C9 el que presenta la mayor afinidad por las tres CDs, presentándose la menor de ellas 

con el α-CD y siendo la afinidad por β− y γ-CD aparentemente no muy diferente pero con 

una variación en la estequiometría necesaria para la estabilización del complejo. El C8 por su 

parte presenta una afinidad mayor por β que por γ-CD siendo el complejo 1:1 en ambos 

casos, y su afinidad por α-CD, aunque no reportada cuantitativamente, resulta ser la menor 

de todas de acuerdo con las curvas de ITC. 
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Figura 4.2 Conjunto de curvas calorimétricas obtenidas por ITC de α−, β− y γ−CD 

con C8 (negro), C9 (rojo), C10 (verde) y benzotiazol (azul). 
 

Estas conclusiones cobran sentido bajo la óptica de las estructuras moleculares involucradas 

en los complejos. Las figuras 4.3, 4.4 y 4.5 muestran las dimensiones moleculares tanto de 

las CDs como de los inhibidores. La hipótesis original de que los complejos CD-inhibidor 

eran viables obedeció a que las CDs han mostrado gran afinidad por compuestos aromáticos. 

Estos grupos tienen preferencia en introducirse en la cavidad de la ciclodextrina dada su 

hidrofobicidad y su capacidad de establecer contactos por fuerzas de van der Waals así 

como interacciones electrostáticas entre la estructura aromática del ligando y el efecto 

dipolo presente en las ciclodextrinas. Este último puede ser un factor desalentador o 

alentador de la interacción dependiendo de los grupos electrodonadores o electroatractores 
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presentes en la molécula y de la disposición de ésta dentro de la CD; sin embargo, se ha 

visto que son las interacciones hidrofóbicas el factor estabilizador más importante en este 

tipo de complejos [32]. En resumen, la molécula más afín a la CD será aquella cuya 

estructura permita mayores contactos con la cavidad que lleven a estabilizar al complejo. 

Es importante tener en cuenta que las interacciones CD-inhibidor han de llevarse a 

cabo por el extremo más hidrofóbico del inhibidor, por lo que la inclusión del grupo 

sulfonato dentro de la ciclodextrina es muy poco probable debido a que este grupo se halla 

ionizado al valor de pH experimental (7.4), por lo que se favorecerá la estabilidad del 

complejo en la medida en que este grupo se encuentre apartado de la cavidad hidrofóbica de 

la CD. 

 

 

 
Figura 4.3 Dimensiones moleculares de α-CD (arriba izquierda),β-CD (arriba derecha) 

y γ-CD (abajo). Los diagramas se encuentran a escala entre sí. 
 

Se puede observar que el benzotiazol es el compuesto más pequeño y posee una estructura 

rígida sin capacidad de rotación. Los resultados arrojan que no forma complejo con ninguna 
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CD. Claramente, el benzotiazol es demasiado pequeño para estabilizarse dentro de las 

cavidades de la β− y la γ-CD. Que huéspedes pequeños en cavidades grandes no produzcan 

complejos es un resultado que se ha observado para muchos sistemas [31]. En el caso de la 

α-CD es probable que no se forme complejo debido a la rigidez del benzotiazol y a su escasa 

capacidad de establecer contactos duraderos con α-CD. En general, la estructura de las CDs 

que en medio acuoso presentan gran flexibilidad, obliga a los compuestos inclusos a 

mantener contactos con la cavidad de una manera no rígida sino dinámica. Un factor 

adicional para racionalizar la ausencia de complejo entre el benzotiazol y la α-CD radica en 

el conocimiento de que compuestos con un solo anillo aromático presentan impedimentos 

estéricos para introducirse por completo en dicha ciclodextrina [32]. 

 

 

 
 

 
Figura 4.4 Dimensiones de la molécula de benzotiazol (arriba) y de C8 (abajo) 

Imágenes construidas con [23,24]. 
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Figura 4.5 Dimensiones de la molécula de C9 (arriba) y de C10 (abajo). Átomos obscuros (C), átomos gris 

claro (H), amarillo (S), azul (N), rojo (O). Imágenes construidas con [23,24]. 
 

El C8 posee un grupo benzotiazol en uno de sus extremos y en el otro extremo un grupo 

sulfonato y, contrario al benzotiazol, sí es capaz de formar un complejo estable con β− y γ-

CD. Un factor que parece ser decisivo para lo anterior es la cadena (-S-CH2-CH2-CH2-) 

unida al grupo benzotiazol que le da al C8 una estructura hidrofóbica más larga y con cierta 

flexibilidad lo que le permite aumentar sus regiones de interacción hidrofóbica. Esto permite 

establecer un complejo estable con la β-CD, y un complejo estable pero de menor afinidad 

con la γ-CD, debido al mayor tamaño de su cavidad que lleva a que el C8 establezca un 
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acoplamiento más laxo. Esto se ve reflejado en la entalpía de unión para cada caso reportada 

en el cuadro 4.2, donde para el caso β-CD/C8 es más negativa que para el caso γ-CD/C8, lo 

que es indicativo de mayores contactos hidrofóbicos en el primer caso respecto del segundo. 

La entropía es negativa para β-CD/C8, lo que es un indicio de la reducción de los grados de 

libertad en la conformación del complejo y que indica un mayor acoplamiento o embone de 

la molécula dentro de la β-CD. Para el complejo γ-CD/C8, la entropía es positiva indicando 

que hay un aumento en los grados de libertad conformacionales al momento de formar el 

complejo. Si bien la interpretación de la entropía ha de ser tomada con reserva dado que el 

cálculo de ∆H es menos preciso para interacciones de baja afinidad con c pequeñas como es 

el caso, el aumento en la entropía en el acomplejamiento γ-CD con C8 podría deberse a dos 

factores, a saber, la deshidratación de C8 al introducirse en la CD y el aumento en la 

movilidad dentro de la cavidad hidrofóbica comparado con el medio acuoso. Lo anterior es 

reforzado por dos hechos: 1) que la γ-CD tiene una cavidad más grande y flexible que sus 

análogas más pequeñas [34] y 2) que la γ-CD es capaz de formar un complejo 1:2 con 

muchas moléculas aromáticas [40] (incluyendo el C9 en éste trabajo) y, que dado que el C8 

posee una estructura menos rígida que el mismo C9, el mantener un complejo 1:1 con la γ-

CD podría favorecer un mayor movimiento del C8 dentro de la cavidad, respecto del que 

tendría al permanecer rodeado de la red acuosa.  

Bajo las condiciones empleadas de pH=7.4, el grupo sulfonato de C9 pegado al 

extremo benzotiazol se halla ionizado, lo cual lo convierte en un grupo muy poco probable 

de ser introducido en la CD por su naturaleza altamente polar. Por otro lado, el extremo 

anilino de C9 posee una fuerte basicidad (pKa del ion anilinio C6H5-NH3
+ de 4.63) y se tiene 

evidencia suficiente para afirmar que no se halla ionizado bajo las condiciones de pH=7.4 

[41,42]. Es entonces este extremo de C9 el que con muy alta probabilidad penetra la cavidad 

de las ciclodextrinas. El compuesto C9 presenta una mayor afinidad por la β-CD y por la γ-

CD que por la α-CD. Dadas las dimensiones de la cavidad de la α-CD, en el complejo α-

CD/C9 existe un contacto estrecho entre el anillo aromático y la CD. Esto explica el valor de 

∆H grande y negativo en el cuadro 4.2 y una inclusión que no deja  lugar a movimientos de 

la CD y el C9 produciendo un ∆S negativo y grande. Sin embargo, la exposición de casi toda 
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la molécula al solvente hará de la unión un estado poco redituable para C9 lo que explica la 

débil afinidad (K pequeña) por el α-CD. Contrario a esto, tal como ocurrió con β-CD/C8, 

C9 tiene la capacidad de penetrar en la cavidad de la β-CD y, dada su estructura, le permite 

establecer una interacción mucho más fuerte, relativamente hablando, que la establecida por 

los complejos hasta ahora analizados, llevando a una reducción de sus estados 

conformacionales (∆S negativa) y al establecimiento de diversos contactos hidrofóbicos (∆H 

negativa) por encima de los establecidos entre la β-CD y el C8. La γ-CD y el C9 forman un 

complejo 1:2 donde las constantes K1 y K2 corresponden a la unión de la primera y la 

segunda moléculas de C9 respectivamente. La afinidad de la primera molécula es menor que 

la de la segunda, lo cual se refleja en los parámetros termodinámicos obtenidos (Cuadro 

4.2), mostrando contactos hidrofóbicos similares entre una unión y otra (∆H similares) y una 

ligeramente mayor reducción de la libertad conformacional con la unión de la primer 

molécula (∆S más negativa) que con la unión de la segunda molécula. En este caso, la 

factibilidad de la interacción del inhibidor por el extremo del grupo anilino es mayor aún, si 

consideramos que desde un punto de vista dimensional es la conformación ideal para que los 

mismos dos extremos de dos moléculas de C9 se introduzcan en la CD. Claramente, es 

estéricamente imposible que dos extremos de benzotiazol junto con sus grupos sulfonato se 

incluyan dentro de la cavidad de dicha CD, o que los extremos benzotiazol y anilino de las 

dos moléculas de C9 penetren la cavidad de la CD. 

Finalmente, el caso de C10 resulta más interesante en el sentido de que su estructura 

molecular es similar a la del C9, cambiando únicamente en poseer un grupo benzotiazol 

extra. Sin embargo, este cambio le lleva a tener una interacción menor con las CDs. Es 

probable que esto se deba a que el grupo amino NH2 unido a un anillo aromático del 

extremo anilino es un grupo funcional electrodonador, que resulta menos compatible con el 

dipolo de la CD que los grupos que son electroatractores dentro de la cavidad [32]; la 

presencia del grupo benzotiazol extra en C10 podría alterar el régimen de resonancia 

característico del C9 y propiciar que el grupo amino del extremo anilino intensifique su 

naturaleza electrodonadora, haciendo a dicho grupo funcional menos compatible 

electrónicamente con la cavidad de la CD y llevando a la desestabilización de un potencial 

complejo. Una posibilidad que se consideró fue que el complejo podría ser fuerte y que el 
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calorímetro no fuera capaz de detectarlo debido a que se podría tratar de una interacción 

entrópicamente dirigida y donde el ∆H pudiera ser cercano a cero, haciendo indetectable el 

complejo por técnicas calorimétricas. Esta última posibilidad fue desechada tras la obtención 

de los resultados de los ensayos de actividad con TcTIM, como se verá en la siguiente 

sección. 

En resumen, se ha caracterizado termodinámicamente por ITC la formación de 

complejos entre el C8 y β y γ-CD y entre el C9 y las tres ciclodextrinas naturales, y los 

parámetros termodinámicos de dichos complejos han podido determinarse con una precisión 

aceptable (Cuadro 4.2), a pesar de las limitantes en solubilidad tanto de los inhibidores como 

de las CDs. Por otro lado, no se detectaron complejos para el benzotiazol y no pudieron ser 

termodinámicamente caracterizados para el caso α-CD/C8 y para C10 con las tres CDs. 

 

 
4.2 Actividad de la TcTIM en presencia de ciclodextrinas e inhibidores 
 

 

Se midió la actividad de la TcTIM en presencia de C8, C9 y C10 variando la 

concentración de ciclodextrina en el sistema. El benzotiazol ya se no se incluyó debido a su 

conocido bajo efecto como inhibidor de la TcTIM y a que presentó nula interacción con las 

CDs. Se prepararon las soluciones con las concentraciones propuestas para cada 

experimento agregando primeramente la CD y el inhibidor y finalmente la proteína. Lo 

anterior debido a que una vez unido al inhibidor, la TcTIM queda irreversiblemente 

inactivada [4,26], es decir, se agrega la proteína al final, una vez que la CD y el inhibidor se 

hallan interactuando en equilibrio. 

 Mediante el procedimiento descrito en el apartado III se obtuvo la actividad de la 

enzima a 36°C y pH 7.4. Aunque el procedimiento implica determinar la absorbancia de la 

mezcla de reacción a 25°C, la actividad de la enzima es aquella que se obtiene en la 

incubación a 36°C debido a que la cantidad de enzima inactivada bajo esas condiciones es la 

misma que la cantidad que pueda presentarse cuando se hace la lectura de absorbancia a 

25°C. Esto es debido a dos circunstancias: 1) la irreversibilidad en la inactivación de la 
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TcTIM y 2) a que a 25°C la afinidad del inhibidor por la CD aumenta (debido al carácter 

exotérmico de todas las interacciones, véanse ∆H cuadro 4.2), por lo que al momento de 

hacer la lectura hay más inhibidor acomplejado por la CD y no en contacto con la TcTIM 

que a 36°C. En cada uno de los experimentos se midió por duplicado la actividad de la 

TcTIM únicamente en amortiguador para usar el promedio como la actividad de referencia, 

es decir, la corrida experimental que presenta una actividad del 100% (control). Igualmente, 

se midió la actividad de la TcTIM únicamente en la presencia de CDs y se observó en todos 

los casos que la CD no afecta la actividad de la proteína inclusive a las más altas 

concentraciones. Se midió también la actividad en presencia únicamente del inhibidor y 

posteriormente la actividad tanto en presencia de inhibidor como de CD. Las 

concentraciones de CD fueron variables según cada experimento, mientras que las 

concentraciones utilizadas de inhibidor fueron 75 µM y 150 µM para C8 y C9, y 8µM y 25 

µM para C10. La concentración de la proteína fue la misma en todos los experimentos (5 

µg/mL que corresponden a 0.0915 µM). 

 

Cuadro 4.3 Porcentaje promedio de actividad de la TcTIM a 36°C y pH=7.4  
en presencia de los compuestos seleccionados tras dos horas de incubación. 

 
Compuesto % de actividad 

de TcTIM 
α-CD (20 mM) 98 ± 17 % 

β-CD (12 mM) 103 ± 7 % 

γ-CD (20 mM) 94 ± 7 % 

C8 (75 µM) 36 ± 15 % 

C8 (150 µM) 16 ± 8 % 

C9 (75 µM) 44 ± 5 % 

C9 (150 µM) 26 ± 7 % 

C10 (8 µM) 53 ± 8 % 

C10 (25 µM) 39 ± 9 % 

 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 65

El cuadro 4.3 presenta el porcentaje promedio de actividad de la TcTIM cuando ésta 

se encuentra en presencia de los inhibidores únicamente o de las ciclodextrinas únicamente, 

considerando el 100% como la actividad de la proteína, cuyo valor promedio sin la presencia 

de CDs ni inhibidores, considerando todos los experimentos, fue de 2197 µmol/mg/min. 

El porcentaje de actividad indica el porcentaje de proteína que continúa llevando a 

cabo su función catalítica, es decir el porcentaje de proteína no-inhibida. Se puede observar 

en el cuadro 4.3 que las ciclodextrinas prácticamente no producen efecto sobre la actividad 

de la TcTIM incluso a concentraciones altas de las mismas (mM). Se aprecia también la 

capacidad inhibitoria de los tres benzotiazoles con los que se trabajó, a dos concentraciones 

diferentes. La inhibición experimental sigue el orden C10 > C8 > C9 que resulta en 

concordancia con lo reportado [11,26]. 

 En la figura 4.6 se presenta un resumen de los experimentos de determinación de 

actividad para todos los sistemas medidos similar al presentado en la figura 4.2 de la sección 

de ITC. En la figura solamente se muestran los experimentos correspondientes a las 

concentraciones más altas de inhibidores utilizadas, es decir, 150 µM para C8 y C9 y 25 µM 

para C10; las curvas a concentraciones de 75 µM y 8 µM respectivamente se pueden 

consultar junto con todos los demás resultados experimentales de actividad en el apéndice 2 

del apartado VII de este trabajo. Lo esperado en un experimento de actividad como los 

realizados es que en caso de existir un complejo CD-inhibidor (CD-I), esto lleve a que 

conforme se agregue más ciclodextrina, se desplace el equilibrio a favor del complejo CD-I y 

que la inhibición de la enzima sea más discreta, esto es que el porcentaje de actividad de la 

TcTIM aumente conforme hay más ciclodextrina presente debido a que, dada una mayor 

cantidad de complejo CD-I, se encuentre menos inhibidor disponible para inactivar la 

enzima. 

En caso de actuar tal como se ha descrito, la CD puede tener la capacidad de 

proteger a la enzima de la inhibición mediante el secuestro del inhibidor. En el cuadro 4.4 se 

resume el porcentaje promedio de recuperación de la actividad que se presenta en cada caso 

para C8 y C9 y el intervalo de concentraciones de CD en la que esta recuperación se 

presenta. 
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Figura 4.6 Gráficas de actividad de la TcTIM a 36°C en presencia de C8, C9 y C10 

como función de la concentración de α-CD (arriba izquierda), 
β-CD (arriba derecha) y γ-CD (abajo). 

 

 

Cuadro 4.4 Porcentaje de recuperación de la actividad de la TcTIM  
en presencia de C8 o C9 como resultado de la adición de las CDs 

 
Ciclodextrina 

(rango de concentraciones) 
En presencia 

de C8 
En presencia 

de C9 
α-CD (0-20mM) 2% 15% 

β-CD (0-12mM/10mM) 70% 20% 

γ-CD (0-20mM) 44% 30% 
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Al observar las gráficas de la figura 4.6 se observa que para el C10 la actividad de la 

enzima no aumenta con la concentración de CD sino que prácticamente se mantiene 

constante. Esto concuerda con los hallazgos de ITC respecto a la existencia de complejos 

débiles entre la CDs y el C10. Es de notar, sin embargo, que existe una ligera tendencia de 

disminución de la actividad en los tres casos conforme se llega a una alta concentración de 

CD con un intervalo del 10% entre la actividad a cero CD y la actividad a máxima 

concentración de CD. Este fenómeno bien puede ser atribuido a diversos errores 

experimentales involucrados en los ensayos de actividad, sin embargo se presenta de igual 

manera para las tres CDs. Esto tiene consistencia con hallazgos [33,56] de que algunas 

proteínas son más propensas a disociarse o desestabilizarse a concentraciones altas de CDs 

por la capacidad de estas últimas de interactuar con residuos hidrofóbicos de las proteínas. 

Si bien el porcentaje de afectación en el caso de las concentraciones manejadas es muy 

pequeño, es posible atribuir el comportamiento de las curvas de C10 a este fenómeno. De 

cualquier forma, el resultado de las curvas de actividad tiene consistencia con lo hallado por 

ITC y descarta la posibilidad que se planteaba de que el complejo entre alguna CD y C10 

fuera un complejo fuerte pero indetectable calorimétricamente por su probable interacción 

entrópicamente dirigida. 
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Figura 4.7 Actividad de la TcTIM en presencia de C8 como función 

del tipo y la concentración de CD. 
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Para el C8 se obtiene igualmente consistencia con lo encontrado en calorimetría 

(Figura 4.7), donde el secuestro del inhibidor por las CDs es claro y coincidente con la 

afinidad encontrada (K en cuadro 4.2) por ITC. La figura 4.7 muestra que se obtiene una 

gran recuperación de la actividad conforme se aumenta la concentración de β-CD y una 

recuperación moderada con γ-CD. Con α-CD la recuperación es nula, indicando que no 

existe acomplejamiento o éste es sumamente débil, tal y como fue encontrado por ITC. 

En lo que al C9 respecta, se observa un comportamiento inesperado ya que es el 

compuesto que presenta la afinidad más fuerte con las tres CDs y por tanto se esperaría una 

actividad comparable o mayor al caso del C8. Sin embargo, los resultados experimentales 

indican que sí existe una recuperación de la actividad pero muy discreta (Cuadro 4.4). En la 

figura 4.8 se puede apreciar mejor, a una escala reducida en el eje de la actividad, que las 

tres ciclodextrinas producen un efecto de recuperación de la actividad moderado y 

consistente con el orden en las afinidades CD-I determinadas por ITC, es decir: α-CD/C9 < 

β-CD/C9 < γ-CD/C9. Es claro entonces que aún bajo condiciones de acomplejamiento, el 

C9 sigue teniendo la capacidad de inhibir la enzima y esto únicamente es explicable bajo el 

supuesto de que el complejo CD-C9 tenga la capacidad de inhibir a la TcTIM, de tal modo 

que no baste acomplejar al C9 con CDs para evitar la inhibición de la enzima. Lo anterior se 

sustenta además con el hecho de que, a las concentraciones empleadas, la mayor parte del 

inhibidor está de hecho acomplejado con la CD y no como especie libre. 
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Figura 4.8 Actividad de la TcTIM en presencia de C9 como función del tipo y la concentración de CD. 
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Si el complejo entre las CDs y C9 tiene la capacidad de seguir inhibiendo a la enzima, 

esto puede deberse a aspectos estructurales del C9, algunos de los cuales ya han sido 

discutidos en la sección de resultados de ITC. Se sabe, por ejemplo, que la acción inhibitoria 

del C8 se debe a su grupo benzotiazol que tiene la capacidad de establecer contactos con 

residuos hidrofóbicos en la intercara de la TcTIM [26] y es la manera en que tanto C9 como 

C10 parecen interactuar con la enzima también [28]. Las CDs secuestran o acomplejan al C8 

interactuando con el grupo benzotiazol, el cual, al quedar dentro de la cavidad de la CD, ya 

no puede inhibir a la TcTIM. Como se discutió en la sección anterior, la interacción del C9 

con las CDs no se lleva a cabo a través de su extremo benzotiazol sino preferentemente por 

el extremo anilino lo que deja al grupo benzotiazol libre de la cavidad de la ciclodextrina. 

Esto podría permitir al complejo CD-C9 continuar ejerciendo una acción inhibitoria sobre la 

TcTIM que, a su vez podría explicar que el acomplejamiento con CD no sea suficiente para 

una recuperación más franca de la actividad de la enzima. 

 
 
 
4.3 Fluorescencia de los inhibidores en presencia de ciclodextrinas 
 

 

En la búsqueda de mayor información sobre los grupos químicos presentes en C8 y 

C9 que se podrían introducir en las CDs, se realizaron experimentos de fluorescencia, bajo el 

supuesto de que estos dos compuestos tienen la capacidad de fluorescer y que en caso de 

que el extremo benzotiazol del C9 se introdujera en la CD presentaría una fluorescencia 

característica similar a la presentada en C8, y que en caso de que se introdujera en la CD el 

grupo anilino del C9 habría alguna diferencia distinguible. Lamentablemente los 

experimentos realizados no aportaron información nueva sino únicamente reforzaron 

algunos de los resultados ya presentados. En gran medida, esto se debió a la escasa 

diferencia entre la capacidad de fluorescencia del extremo anilino y del extremo benzotiazol 

dentro de la misma molécula que, al ser una estructura resonante, presenta una fluorescencia 

conjunta. 
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Figura 4.9 Espectros de emisión de fluorescencia de C8 (abajo) y C9 (arriba) 

como función dela concentración a 25°C y pH 7.4. 
 

Se consideró conveniente conocer la fluorescencia intrínseca de los compuestos C8 y C9 en 

amortiguador a diferentes concentraciones para conocer la dependencia de la señal a la 

concentración del compuesto para posteriormente compararla con aquella resultante de 

agregar la CD y conocer la señal del compuesto acomplejado por la misma. Sin embargo, un 

inconveniente importante es que la señal de fluorescencia de una muestra con CD e inhibidor 

sería una señal combinada entre la del compuesto acomplejado y la de aquel que se 
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encontrara libre en la solución haciendo complicado diferenciar la aportación 

correspondiente a cada especie. En la figura 4.9 se muestran los resultados de la 

fluorescencia intrínseca (IF) de los compuestos C8 y C9 en amortiguador como función de la 

concentración, una vez restada la señal correspondiente al amortiguador. Se observó que la 

dependencia de la intensidad de fluorescencia es lineal respecto de la concentración de 

inhibidor (Figura 4.10). 

Las concentraciones utilizadas de inhibidor van desde los 10 µM hasta los 150 µM 

en todos los experimentos de fluorescencia pasando por las dos concentraciones utilizadas 

en los ensayos de actividad enzimática. Las condiciones experimentales para obtener una 

señal detectable de fluorescencia para cada compuesto fueron: para C8, excitación a 330 nm 

con colección de señal de emisión entre 350 y 550 nm y para C9, excitación a 280 nm con 

colección de señal de emisión entre 300 y 500 nm, condiciones que se mantuvieron en 

presencia de las CDs. 
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Figura 4.10 Intensidad máxima de fluorescencia de C8 (izquierda) y C9 (derecha) 

a las diferentes concentraciones experimentales de los mismos y en ausencia 
y presencia de las CDs. 

 

La figura 4.10 indica que a concentraciones muy bajas de inhibidor la señal de fluorescencia 

es muy pequeña, lo cuál permite que si se trabaja con CDs a condiciones de concentración 

tales que prácticamente la mayor parte del inhibidor quede acomplejado por las mismas, la 

señal obtenida corresponderá fundamentalmente a la señal del compuesto acomplejado. 

Dado lo anterior se corrieron experimentos similares a los reportados en la figura 4.9 pero 
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en presencia de las diferentes ciclodextrinas a concentraciones fijas de las mismas y tales que 

se garantizara al menos un 90% de formación de complejo (en todos o la mayoría de los 

casos). La cantidad de CD a utilizar se calculó mediante las constantes obtenidas de ITC y 

planteando las ecuaciones de equilibrio correspondientes a una CD y su huésped-inhibidor 

(I) que puede tratarse de C8 o C9. 

]][[
][

ICD
CDIK −=       (4.1) 

][][][ 0 CDICDCD −−=     (4.2) 

][][][ 0 CDIII −−=      (4.3) 

Donde K es la constante de equilibrio para un modelo de interacción 1:1, [CD]0 e [I]0 son las 

concentraciones totales de CD e inhibidor y las demás variables son las concentraciones de 

las especies existentes en el equilibrio. Este conjunto de ecuaciones permite calcular las 

cantidades de inhibidor y CD al equilibrio conociendo la constante de afinidad y las 

concentraciones iniciales o totales de cada compuesto. Dado que las condiciones de 

operación del fluorómetro fueron a 25°C, se estimaron previamente las constantes de 

equilibrio de los diferentes sistemas a esa temperatura a partir de la ecuación de Van’t Hoff 

(ecuación 4.4) [57] considerando que el ∆H a 36°C obtenido por ITC es independiente de T.  

2
ln

RT
H

dT
Kd ∆=      (4.4) 

Realizando los cálculos pertinentes, se obtuvo que para el caso de C8 se podía 

trabajar con una concentración de 13.5 mM de β-CD y 34.5 mM de γ-CD para obtener en 

todos los casos una saturación del 90%.  Para el caso del C9 se obtuvo que con una 

concentración de 72 mM para α-CD y de 6.9 mM para β-CD se obtenían concentraciones 

de complejo de 93.5%, 92.1%. Para C9 con γ-CD, con una concentración de 700 µM de 

ésta última, se obtenían concentraciones de complejo del 77% para la concentración más 

baja de inhibidor disponible (10 µM) y hasta 93% de acomplejamiento para la concentración 

más alta disponible de C9 (150 µM). La figura 4.11 muestra la intensidad de fluorescencia 

de C8 y C9 a 150 µM en presencia de las ciclodextrinas a las concentraciones mencionadas 

en comparación con la señal propia del compuesto orgánico únicamente en amortiguador. 
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Las señales son aquellas obtenidas una vez restada la señal propia del amortiguador con CD 

a la concentración experimental.  
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Figura 4.11 Señales de fluorescencia de C8 (izquierda) y C9 (derecha) a 150 µM sin y con la presencia 

de CDs a condiciones de aproximadamente 90% de acomplejamiento a 25°C y pH 7.4 
 

 
Cuadro 4.5 Resumen del corrimiento hacia el azul en nanómetros de la señal máxima de 

fluorescencia de C8 y C9 en presencia de ciclodextrinas a 25°C y pH 7.4 
 

Ciclodextrina Compuesto 8 Compuesto 9 

α-CD - 10 nm 

β-CD 8 nm 7 nm 

γ-CD 8 nm 0 nm 

 

Se puede ver para el caso de C8 que en presencia tanto de β como de γ−CD se tiene un 

corrimiento hacia el azul en la longitud de onda máxima (λmax) de la señal de fluorescencia, 

indicio de que el ambiente circundante del C8 se ha tornado más hidrofóbico, siendo ello 

más patente para la β-CD. Lo anterior es una muestra más de la interacción de ambas 

ciclodextrinas con C8. Es de notar además que el corrimiento es prácticamente el mismo, 

posiblemente porque es la misma estructura aromática (el único grupo benzotiazol de la 

molécula de C8) la que se encuentra dentro de ambas ciclodextrinas. Se puede ver en la 

figura 4.10 que el aumento de la intensidad máxima (IFmax) de la señal es lineal con la 

concentración de C8 tanto para el C8 solo como para los complejos formados con las CDs, 
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lo cual es indicativo de que el único factor que parece estar involucrado en los cambios en la 

señal es la formación del complejo con la CD. 

Para el caso del C9 se observa una situación similar con α− y β-CD, donde la 

formación del complejo produce un corrimiento hacia el azul y donde se presenta una 

linealidad en el aumento de la IFmax con la concentración de C9. El comportamiento del 

complejo con γ-CD indica que no existe un corrimiento (Cuadro 4.5) y que hay una 

disminución de la intensidad de fluorescencia máxima conforme se aumenta la concentración 

de inhibidor disponible, lo cual puede ser una indicación de que conforme aumenta la 

saturación (recordar que en este experimento γ-CD/C9 va de 77 a 93% de formación de 

complejo desde los 10 µM hasta los 150 µM) se favorece más la formación del complejo 1:2 

(CD-I) cuya señal, arriba del 90% de saturación, resulta menor que la del C9 en solvente 

(véanse figuras 4.10 y 4.11). Este apagamiento puede deberse a que el grupo aromático de 

una molécula de C9 está muy cerca del otro grupo aromático de la otra molécula dentro de 

la cavidad de la CD, y que correspondería justamente a la formación del complejo 1:2 entre 

γ-CD y C9. La información presentada de fluorescencia es consistente con lo encontrado a 

partir de las técnicas de actividad e ITC. 

 

 
4.4 Ecuaciones de equilibrio y obtención de la constante de afinidad 
TcTIM-inhibidor 
 

 
Dado que los experimentos de actividad proporcionan información relativa a los 

equilibrios entre el inhibidor, las CDs y la proteína, y que la técnica de ITC proporciona 

información relativa a los equilibrios entre las CDs y los inhibidores, se planteó como 

hipótesis que es posible encontrar la constante de equilibrio entre la proteína y sus 

inhibidores a partir de los datos obtenidos. Para ello es necesario hacer el planteamiento de 

los equilibrios involucrados que se presenta y discute en esta sección. 

 
 
4.4.1 Ecuaciones de equilibrio para sistemas proteína-inhibidor-ciclodextrina 
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De acuerdo a los resultados de ITC, se tiene una estequiometría 1:1 para C8 con β− o γ-CD 

al igual que para C9 con α− y β-CD, mientras que para γ-CD con C9 la estequiometría es 

1:2. Así mismo, según lo reportado por Téllez-Valencia et al. [11] se tiene una 

estequiometría 1:2 TcTIM-inhibidor tanto para C8 como para C9. Con esta información se 

plantearon varios posibles modelos de interacción. Para C8 con β− y γ-CD y C9 con α− y β-

CD, un primer modelo (modelo-1) que establece la estequiometría de interacción 1:2 entre la 

proteína TcTIM (designada en lo sucesivo como P) y el inhibidor, y una estequiometría de 

interacción 1:1 entre el inhibidor y las CDs mencionadas. Para C9 con α− y β-CD, se 

planteó también otro modelo (modelo-2) que asume una interacción adicional donde el 

complejo CD-I se une a la proteína bajo una estequiometría proteína-(complejo CD-C9) 1:2. 

Es decir, en el modelo-2 se considera que los complejos α-CD/C9 y β-CD/C9 tienen la 

capacidad de inhibir a la proteína y que se requieren dos de ellos para inactivarla. Para el 

caso γ-CD con C9, el modelo-3 considera un equilibrio 1:2 proteína-inhibidor y un equilibrio 

1:2 ciclodextrina-inhibidor. Finalmente, también se plantea un modelo-4 que considera los 

equilibrios incluidos en el modelo-3 y además un equilibrio adicional entre el complejo 

γ−CD-I2 y la proteína con estequiometría 1:1, donde un solo complejo de CD con dos 

inhibidores es capaz de inactivar a la proteína. Se decidió utilizar los 4 modelos descritos 

debido a que: 1) la aplicación de otros posibles modelos requeriría de datos experimentales 

de equilibrio de los que se carece y 2) el aumento en el número de parámetros ajustables 

haría menos confiables los resultados. A continuación, se muestran las ecuaciones 

involucradas en la aplicación de los modelos 1 a 4. La notación empleada es la siguiente: 

ciclodextrina = CD, proteína TcTIM = P, e inhibidor = I. 

 

4.4.1.1 Modelo-1 

 
El modelo-1 considera los siguientes equilibrios: 

ICDICD ↔+      (4.5) 

PIIP 22 ↔+       (4.6) 

cuyas constantes de afinidad o equilibrio K1 y K2 están dadas por: 
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]][[
][

1 ICD
ICDK =   (M-1 o bien L mol-1)   (4.7) 

2
2

2 ]][[
][

IP
PIK =   (M-2 o bien L2 mol-2)   (4.8) 

donde [ICD], [CD], [I], [P] e [I2P] son las concentraciones al equilibrio de las especies 

indicadas. El balance de materia al equilibrio es el siguiente: 

][2][][][ 20 PIICDII −−=         (4.9) 

][][][ 0 ICDCDCD −=     (4.10) 

][][][ 20 PIPP −=      (4.11) 

donde [I]0, [CD]0 y [P]0 son las concentraciones iniciales. Se ha de hacer notar que para un 

experimento de actividad, la concentración [I2P] corresponde justamente a la cantidad de 

proteína inactivada que denominaremos de ahora en adelante como la cantidad b. Esta 

concentración se obtiene fácilmente de los experimentos de actividad como:  

0002 ][
100

%][][][][ PactividadPPPbPI −=−==    (4.12) 

Despejando [CD] de la ecuación 4.7 y [CD]0 de la ecuación 4.10 y sustituyendo 4.7 en 4.10: 

][
][

][][
1

0 ICD
KI

ICDCD +=     (4.13) 

Despejando [ICD] de 4.9 y sustituyendo en 4.13 queda: 

( )][2][
][
11][ 0

1
0 IbI

KI
CD −−








+=    (4.14) 

Despejando [I] de 4.8 y sustituyendo en 4.14 queda: 

( )
( ) 





















−

−−








 −
+=

21

02
021

1

02
0 ][

2][
][

1][
bPK

bbI
bK

bPK
CD   (4.15) 

Los datos experimentales consisten en un conjunto de puntos b vs. [CD]0.  Por ello, usando 

la ecuación 4.15 es posible mediante un ajuste obtener las constantes K1 y K2. En el presente 

trabajo K1 fue determinada por ITC, de tal manera que el único parámetro ajustable es la 

constante de equilibrio proteína-inhibidor K2. 
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La deducción de las ecuaciones para los modelos 2 a 4 sigue exactamente los mismos 

pasos descritos para el modelo-1, por lo que de aquí en adelante únicamente se plantearán 

las ecuaciones de equilibrio y se escribirá la ecuación final con la cual pueden realizarse los 

ajustes de los parámetros involucrados. 

 

4.4.1.2 Modelo-2 

 
Se consideran los siguientes equilibrios: 

ICDCDI ↔+      (4.16) 

PIPI 22 ↔+      (4.17) 

PICDPICD 2)(2 ↔+     (4.18) 

donde (ICD)2P es la concentración del complejo P-(I-CD)2 con una estequiometría 1:2, es 

decir, se considera que se requiere de dos moléculas de inhibidor [11] o bien de los dos 

complejos CD-inhibidor para inactivar a la enzima. Las constantes de equilibrio involucradas 

son: 

]][[
][

1 ICD
ICDK =   (L mol-1)   (4.19) 

2
2

2 ]][[
][

IP
PIK =   (L2 mol-2)   (4.20) 

2
2

3 ]][[
])[(

ICDP
PICDK =  (L2 mol-2)   (4.21) 

el balance de materia es el siguiente: 

])[(2][2][][][ 220 PICDPIICDII −−−=        (4.22) 

])[(2][][][ 20 PICDICDCDCD −−=     (4.23) 

])[(][][][ 220 PICDPIPP −−=     (4.24) 

])[(][ 22 PICDPIb +=     (4.25) 

Realizando el desarrollo de las ecuaciones para lograr la forma [CD]0=f(b) se obtiene: 

( )
( ) ( )( )bPIKb

bPK
bPIKb

IK
CD −−+





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



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


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






+= 0

2
2
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0
2
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1
0 ][][2

][
][][

][
11][   (4.26) 
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donde: 

( )
( )( )

( )
( )

21

2
23

2
032

23023

03 2][
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2][][ 








+
−−

+−
+

+
−=

KK
bIKK

KKbP
b

KK
bIKI    (4.27) 

Así, es posible hacer el ajuste tanto de la constante de unión K2 entre los inhibidores y la 

proteína como de la constante K3 entre dos complejos CD-I y la proteína, suponiendo que, 

como es el caso en este trabajo, K1 se conoce de ITC. 

 

4.4.1.3 Modelo-3 

 
Para el caso γ-CD/C9, se consideran los siguientes equilibrios: 

CDICDI 22 ↔+      (4.28) 

PIPI 22 ↔+      (4.29) 

y las constantes de afinidad son: 

2
2

1 ]][[
][

ICD
CDIK =  (L2 mol-2)   (4.30) 

2
2

2 ]][[
][

IP
PIK =   (L2 mol-2)   (4.31) 

con los balances de materia: 

][2][2][][ 220 PICDIII −−=         (4.32) 

][][][ 20 CDICDCD −=     (4.33) 

][][][ 20 PIPP −=      (4.34) 

La ecuación final es: 
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][][1][
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bbI
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bPKCD   (4.35) 

donde, de nuevo, K1 se conoce de ITC. 

 

4.4.1.4 Modelo-4 

 
Igualmente para el caso γ-CD/C9, se consideran los siguientes equilibrios: 
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CDICDI 22 ↔+      (4.36) 

PIPI 22 ↔+      (4.37) 

PCDIPCDI )( 22 ↔+     (4.38) 

donde (I2CD)P es la concentración del complejo P-(I2-CD) con estequiometría 1:1. Las 

constantes de equilibrio son: 

2
2

1 ]][[
][

ICD
CDIK =  (L2 mol-2)   (4.39) 

2
2

2 ]][[
][

IP
PIK =   (L2 mol-2)   (4.40) 

]][[
])[(

2

2
3 CDIP

PCDIK =  (L mol-1)   (4.41) 

 

el balance de materia es: 

])[(2][2][2][][ 2220 PCDIPICDIII −−−=        (4.42) 

])[(][][][ 220 PCDICDICDCD −−=     (4.43) 

])[(][][][ 220 PCDIPIPP −−=     (4.44) 

])[(][ 22 PCDIPIb +=      (4.45) 

Realizando el desarrollo de las ecuaciones para lograr la forma [CD]0=f(b) se obtiene: 
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donde: 
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La ecuación 4.46 permite ajustar a los datos experimentales K2 y K3. 

 
 
4.4.2 Obtención de las constantes de equilibrio a partir de datos experimentales 
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Los datos experimentales con los que se cuenta para obtener la constante de afinidad o 

equilibrio entre la TcTIM y los inhibidores C8 y C9 están indicados en el cuadro 4.6. Se 

realizaron tres tipos de ajuste, a saber: 1) ajuste individual, es decir, para una CD dada a una 

concentración de inhibidor dada, 2) ajuste semi-global, es decir, para una concentración de 

inhibidor dada y todas las CDs empleadas, y 3) ajuste global donde se usaron 

simultáneamente todos los datos disponibles para un mismo inhibidor. Estos últimos ajustes 

son más confiables por utilizar al máximo la información experimental y el cuadro 4.6 

reporta dichos resultados que se discutirán a continuación. En los ajustes tipo 1) a 3) se 

emplearon las constantes de equilibrio K1 para CD-inhibidor obtenidas de ITC (Cuadro 4.2). 

Esto permite reducir el número total de parámetros a ajustar en cada modelo y con ello dar 

mayor confiabilidad a las constantes de afinidad proteína-inhibidor obtenidas. Sin embargo, 

se realizó también el ajuste de K1 en los diferentes casos para tener un criterio adicional para 

distinguir entre el desempeño de distintos modelos para un mismo sistema. 

 

Cuadro 4.6 Constantes de equilibrio TcTIM-inhibidor y TcTIM-complejo(CD-I) obtenidas 
a partir del ajuste global de los modelos 1 a 4 a los datos experimentales disponibles de 

actividad de TcTIM en presencia de las especies indicadas en la tercer columna. 
La constante reportada corresponde a la especie en equilibrio alineada en la columna 

adyacente. 
 

Sistema 
proteína-
inhibidor 

Modelo Datos empleados en el 
ajuste 

Especies en 
equilibrio 

 

KTcTIM-inhibidor o KTcTIM-

complejo(CD-I) 
(x10-8) 

 
TcTIM-C8 

 
1 

 
β-CD y γ-CD con 

75 µM y 150 µM de C8 
 

CD-C8 a 

P-(C8)2 

 

6.4 ± 0.6 L2 mol-2 

 
TcTIM-C9 

 
2 

 
α-CD y β-CD con 

75 µM y 150 µM de C9 

CD-C9 a 

P-(C9)2 

P-(C9-CD)2 

 

3.1 ± 0.4 L2 mol-2 

0.8 ± 0.1 L2 mol-2 

 
TcTIM-C9 

 
3 

 
γ-CD con 

75 µM y 150 µM de C9 
 

CD-(C9)2
 b 

P-(C9)2 

 

1.8 ± 0.1 L2 mol-2 

 
TcTIM-C9 

 
4 

 
γ-CD con 

75 µM y 150 µM de C9 

CD-(C9)2
 b 

P-(C9)2 

P-(C92-CD) 

 

1.7 ± 0.2 L2 mol-2 

1.3 ± 1.9x10-5 L mol-1 
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a Constantes de equilibrio CD-inhibidor obtenidas por ITC y reportadas en el cuadro 4.2 
b K1 (global) = K1

(ITC)K2
(ITC), donde K1

(ITC) y K2
(ITC) están reportadas en el cuadro 4.2 

 
Los resultados de todos los ajustes realizados se muestran en el apéndice 3 del apartado VII 

de este trabajo. 

 
 
4.4.2.1 Constante de afinidad TcTIM-C8 

 
La figura 4.12 presenta los ajustes individuales con el modelo-1 para los datos de 

actividad de TcTIM con compuesto C8 a 150 y 75 µM en presencia de β-CD y γ-CD, 

respectivamente, usando y sin usar K1 como ajustable. Se observa que el modelo-1 describe 

adecuadamente los resultados, y que los ajustes con K1 libre o fija (e igual a la de ITC) no 

difieren considerablemente. Es decir, en este caso la K1 ajustada es parecida a la obtenida de 

ITC. En la figura 4.13 se presenta el ajuste global (con K1 fija e igual a la de ITC) en el que 

se emplearon los datos de actividad para β− y γ-CD a dos concentraciones de inhibidor 

produciendo la constante K2 característica de la interacción TcTIM-C8 reportada en el 

cuadro 4.6. 
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Figura 4.12 Ajuste del modelo-1 a datos experimentales de actividad de TcTIM 

con β-CD + 150 µM de C8 (izquierda) y con γ-CD + 75 µM de C8 (derecha) 
con K1 libre (azul) y K1 fija (rojo). 

 

El valor de la constante de afinidad entre la TcTIM y el inhbidor C8 es grande en magnitud 

y, comparada con la constante de equilibrio entre las CDs y C8, indica que los contactos 
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TcTIM-C8 son considerablemente más estabilizadores que los contactos entre C8 y las CDs. 

Claramente, el C8 prefiere unirse a la TcTIM que a la CD y por ello se requiere de una gran 

cantidad de CD para proteger a la proteína de la acción inhibitoria de C8. Lo anterior ilustra 

la gran especificidad química y geométrica que existe en los contactos TcTIM-inhibidor y 

que produce, en ultimo término, la inactivación de la enzima. 

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09

0

5000

10000

15000

20000

 

 

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 in

ic
ia

l d
e 

ci
cl

od
ex

tri
na

 (µ
M

)

b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C8 75µM + β-CD
 C8  150µM + β-CD
 C8  75µM + γ-CD
 C8  150µM + γ-CD
 Líneas de ajuste para β-CD
 Líneas de ajuste para γ-CD

Ajuste del modelo-1 a datos experimentales de actividad
β-CD o γ-CD con TcTIM + C8 a 36°C.

 
Figura 4.13 Líneas de ajuste global del modelo-1 y datos de actividad de TcTIM en presencia 

de β− (color negro) y γ-CD (color rojo) + C8. 
 

 
4.4.2.2 Constante de afinidad TcTIM-C9 

 
Dada la hipótesis planteada en la sección de resultados de actividad sobre la 

posibilidad de que el inhibidor acomplejado con una CD es capaz de seguir ejerciendo una 

acción inhibitoria sobre la enzima, el cálculo de la constante de afinidad del compuesto C9 

con la TcTIM implicó someter los datos experimentales al ajuste de más de un modelo de 

equilibrio. 
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En el caso de α− y β-CD con C9 se realizaron ajustes globales con el modelo-1 y el 

modelo-2, cuyos resultados se muestran las figuras 4.14 A y B. Además de que visualmente 

se puede apreciar que el modelo-2 resulta mucho más convincente, el ajuste con K1 libre en 

el caso del modelo-1 arroja en promedio (ambas CDs) constantes K1 80% menores que la 

obtenida por ITC, mientras que en el ajuste con K1 libre aplicando el modelo-2 esa diferencia 

es del 30%. La obtención de mejores resultados por parte del modelo-2 no sólo en el ajuste 

global sino en los ajustes individuales (ver apéndice 3) soportan la idea de que el complejo 

formado por C9 y estas dos CDs tiene la capacidad de continuar inhibiendo a la TcTIM. 

Los valores obtenidos por el ajuste global con el modelo-2 para la inhibición directa 

de la TcTIM por C9 y la causada por el complejo CD-C9 se reportan en el cuadro 4.6. Se 

concluye que el inhibidor C9 acomplejado con α− o β-CD mantiene una considerable 

afinidad por la proteína. Ello realza la importancia del grupo benzotiazol como un elemento 

crucial en la inhibición de la TcTIM. Comparado con el C8, el C9 es ligeramente menos afín 

a la TcTIM en consistencia con la capacidad inhibitoria reportada para ambos en la 

referencia [11]. 
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Figura 4.14 A Ajuste global al modelo-1 de datos de actividad de TcTIM en presencia de C9 y 

ciclodextrinas. Los puntos en rojo corresponden a datos en presencia de α-CD 
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y los azules a datos en presencia de β-CD. Las líneas de ajuste rojas corresponden 
al ajuste con K1 fija y las líneas azules con K1 libre. 
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Figura 4.14 B Ajuste global al modelo-2 de datos de actividad de TcTIM en presencia de C9 y 

ciclodextrinas. Los puntos en rojo corresponden a datos en presencia de α-CD 
y los azules a datos en presencia de β-CD. Las líneas de ajuste rojas corresponden 

al ajuste con K1 fija y las líneas azules con K1 libre. 
 

Dada la estequiometría del complejo γ-CD/C9 obtenida por ITC, se utilizaron para este caso 

los modelos 3 y 4 los cuales describen, el primero, la interacción 1:2 entre la CD y el C9 así 

como la interacción de la TcTIM con C9, y el segundo agrega la consideración de un 

complejo 1:1 entre el complejo γ−CD-(C9)2 y la TcTIM. Al igual que en los casos 

anteriores, se realizó el ajuste global con ambos modelos y los resultados se muestran en la 

figura 4.15. Los resultados revelan que el ajuste de los datos al modelo-4 es ligeramente 

mejor que el ajuste al modelo-3, lo que puede ser simplemente el producto de que el 

modelo-4 posea un parámetro de ajuste adicional. Las constantes de afinidad entre TcTIM y 

C9 obtenidas con ambos modelos se muestran en el cuadro 4.6. Es importante aclarar que 

K1 para los modelos 3 y 4, es la constante global de unión de las dos moléculas de C9 a la γ-

CD, donde la interacción detectada por ITC es secuencial. De este modo, la K1 de los 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 85

modelos no es igual a las constantes obtenidas en ITC sino que es una combinación de las 

constantes reportadas para este sistema en el cuadro 4.2 y tal como se indica así mismo en la 

parte inferior del cuadro 4.6. 

6
2

2)(
2

)(
11 1016.1

]][[
][)( x

ICD
CDIKKglobalK ITCITC ===    L2 mol-2 (4.49) 

La discrepancia entre la constante TcTIM-C9 obtenida de los datos con α− y β-CD y la 

obtenida con los datos de γ-CD puede deberse a la incertidumbre asociada a los datos de 

actividad. Es de hacerse notar que la afinidad del complejo γ−CD-(C9)2 por la TcTIM es 

cinco órdenes de magnitud menor a la de C9; esto puede racionalizarse en términos de la 

dificultad estérica que presenta dicho complejo para inhibir la proteína. 
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Figura 4.15 Ajuste global del modelo-3 y del modelo-4 a datos experimentales de actividad de TcTIM 

en presencia de C9 a 75 y 150 µM y γ-CD variable. 
 

A partir de los resultados de: 1) ITC para los sistemas CD-I, 2) los de actividad para las 

mezclas TcTIM-I-CD, 3) la aplicación de los modelos y 4) la información geométrico-

estructural de los complejos más probables CD-I, se puede afirmar que el grupo benzotiazol 

en los inhibidores C8 y C9 es responsable en gran medida de la inhibición de la TcTIM. Esta 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 86

conclusión es consistente con el hallazgo reciente de otro inhibidor de la TcTIM aun más 

efectivo (el compuesto V7) que contiene dos grupos benzotiazol [4]. 

 
4.4.3  Ventajas de la metodología propuesta 

 

La constante de afinidad entre una proteína y un inhibidor puede, en principio, 

obtenerse realizando experimentos de ITC. Para ello es necesario colocar a la proteína en la 

celda y al inhibidor en exceso en la jeringa, a concentraciones tales que se obtenga cerca del 

90% de saturación. Utilizando las constantes de afinidad entre la TcTIM y los inhibidores C8 

y C9 reportados en el cuadro 4.6 es sencillo calcular la cantidad de TcTIM que se requeriría 

para, empleando los inhibidores a su máxima solubilidad (15 mM para C8 y 3 mM para C9), 

poder aspirar a tener un experimento de ITC satisfactorio. Estas cantidades de TcTIM son 

148 mg y 22 mg para los casos de C8 y C9, respectivamente. Aun empleando estas enormes 

cantidades de TcTIM podría ocurrir que si la interacción TcTIM-inhibidor es mas entrópica 

que entálpicamente dirigida, las señales en el experimento de ITC fuesen muy pequeñas 

como para considerarlo satisfactorio. Considerando que la cantidad total de TcTIM 

empleada en todos los experimentos realizados en este trabajo (incluyendo repeticiones) fue 

de 1.2 mg, es claro que la metodología propuesta en esta tesis para obtener la constante de 

afinidad es muy satisfactoria. Además, la generalidad de esta metodología permite asegurar 

que podría también ser exitosa para muchos otros sistemas proteína-inhibidor. 

Por último, es importante señalar que la imposibilidad de realizar un experimento de 

ITC llegando a saturación, no conlleva la renuncia a conocer el ∆H de la interacción. Ese 

∆H, o al menos un estimado razonable de su valor, puede obtenerse de experimentos de ITC 

donde se coloque a la proteína en la jeringa y al inhibidor en exceso en la celda. Dado que el 

volumen de la jeringa es de 300 µL, este tipo de experimentos consumen sólo cantidades 

moderadas y razonables de proteína. 
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1. Realizando experimentos de calorimetría de titulación isotérmica (ITC) se 

obtuvieron la estequiometría, las constantes de equilibrio y el ∆H de interacción a 

36
o
C para los complejos formados por inhibidores (I) de la TcTIM y las 

ciclodextrinas (CD). 

 

2. Se encontró que el inhibidor ácido 3-(benzotiazol-2-iltio)-1-propan-sulfónico (C8) 

forma complejos con la β-CD y la γ-CD siendo su estequiometría 1:1. Para el 

inhibidor ácido 2-(p-aminofenil)-6-metilbenzotiazol-7-sulfónico (C9) se detectaron 

complejos 1:1 con α-CD y β-CD, mientras que con γ-CD el complejo tiene 

estequiometría 1:2 (2 moléculas de C9 incluidas en la cavidad hidrofóbica de la γ-

CD). Todos estos acomplejamientos fueron confirmados por experimentos de 

fluorescencia intrínseca. 

 

3. No se detectó la formación de complejos, o bien se detectaron complejos 

extremadamente débiles, entre el C8 y la α-CD, así como para el inhibidor ácido 2-

(2-(4-aminofenil)benzotiazol)-6-metilbenzotiazol-7-sulfónico (C10) y para el 

benzotiazol con cada una de las tres CDs.  

 

4. A partir de las estructuras y geometrías de las moléculas de C8, C9 y las tres CDs, 

fue posible deducir cuáles grupos químicos en los inhibidores son los que con mayor 

probabilidad se incluyen dentro de las cavidades hidrofóbicas de las CDs. En el caso 

del C8, este grupo es el extremo benzotiazol de su estructura mientras que en el caso 

de C9 es el extremo amino quien se incluye, dejando fuera de la cavidad de las CDs 

al extremo benzotiazol. Para el caso de C8, esta conclusión fue apoyada por los 

resultados de fluorescencia intrínseca.  

 

5. Fue posible realizar mediciones de la actividad de la TcTIM en presencia de sus 

inhibidores y las CDs. En estos sistemas, se establece una competencia entre la 

formación de los complejos CD-inhibidor y los complejos TcTIM-inhibidor. Para el 
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caso de C8, se encontró que las CDs protegen a la TcTIM de la acción inhibitoria de 

C8. Esta protección se debe al secuestro de las moléculas de C8 por las CDs. Para el 

caso de C9, la protección fue mucho menor debido a que los complejos CD-C9 

también son capaces de inhibir a la TcTIM.  

 

6. Se formularon cuatro modelos de equilibrio ad hoc a partir de los cuales fue posible 

obtener las constantes de afinidad entre la TcTIM y sus inhibidores C8 y C9. Estas 

constantes de afinidad se obtuvieron empleando sólo los datos de las constantes de 

equilibrio para los complejos CD-I obtenidas de experimentos de ITC y los datos de 

actividad de la proteína en presencia de inhibidor y CD. Los modelos planteados 

confirmaron (i) que se requiere de dos moléculas de C8 o de C9 para inactivar a la 

proteína y (ii) la capacidad inhibitoria de los complejos CD-C9 sobre la enzima. 

 

7. La constante de afinidad TcTIM-C8 es mayor que la constante para TcTIM-C9. 

Ambas son grandes en magnitud, comparadas con las constantes de equilibrio CD-I 

e indican que los contactos TcTIM-I son considerablemente más estabilizadores que 

los contactos CD-I. Ello ilustra la gran especificidad química y geométrica que 

existe en los contactos TcTIM-I y que produce, en ultimo término, la inactivación de 

la TcTIM. 

 

8. A partir de los resultados de (i) ITC para los sistemas CD-I, (ii) los de actividad para 

las mezclas TcTIM-I-CD, (iii) la aplicación de los modelos y (iv) la información 

geométrico-estructural de los complejos más probables CD-I, se puede afirmar que 

el grupo benzotiazol en los inhibidores C8 y C9 es responsable en gran medida de la 

inhibición de la TcTIM. Esta conclusión es consistente con el hallazgo reciente de 

otro inhibidor de la TcTIM aun más efectivo (6,6’-bisbenzotiazol-2,2’-diamina 

también llamado V7) que contiene dicho grupo benzotiazol. 

 

9. La metodología propuesta en esta tesis para obtener constantes de afinidad TcTIM-

inhibidor resulta muy conveniente, ya que evita la necesidad de emplear cantidades 
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enormes de TcTIM para intentar obtener dichas constantes en experimentos TcTIM-

inhibidor usando el ITC. Su generalidad permite pensar que será posible usarla para 

otros sistemas proteína-inhibidor. 
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1. Emplear la metodología propuesta para obtener las constantes de afinidad entre la 

TcTIM y otros de sus inhibidores. En particular, el caso del inhibidor 6,6’-

bisbenzotiazol-2,2’-diamina, también conocido como V7, sería muy interesante no 

sólo porque este inhibidor es más efectivo que los estudiados en esta tesis sino 

porque es capaz de inhibir también a las TIMs de Trypanosoma brucei y de 

Leishmania mexicana [4]. Se propone emplear la β-CD que debe ser capaz de 

encapsular ambos extremos del inhibidor (2 moléculas de β-CD por una de 

inhibidor) y obtener las constantes de afinidad para las tres TIMs.  

2. Desarrollar los modelos de equilibrio para el caso donde haya complejos CD-I 2:1 

(como para el posible caso con V7) y cuando la inactivación de la proteína sólo 

requiera una molécula de inhibidor. 

3. Emplear la metodología propuesta para algún sistema proteína-inhibidor donde sea 

también posible determinar la constante de afinidad empleando directamente ITC. 

Al comparar las constantes de afinidad obtenidas por ambas rutas, sería posible 

verificar las bondades de la metodología propuesta en esta tesis. 

4. Realizar simulaciones de dinámica molecular para los complejos ciclodextrina-

inhibidor estudiados en este trabajo, y para TcTIM-inhibidor empleando diversas 

zonas hidrofóbicas en la intercara de la TcTIM. Estas simulaciones darían 

información valiosa a nivel microscópico acerca de las interacciones involucradas y 

podrían ayudar a diseñar mejores inhibidores de la proteína. 

5. Llevar a cabo un estudio de densidad electrónica por métodos de la química cuántica 

de los diferentes inhibidores. Calcular las interacciones dipolo-dipolo, dipolo-

cuadrupolo y cuadrupolo-cuadrupolo entre los inhibidores y los residuos aromáticos 

de la TcTIM presentes en las zonas de la intercara que se han identificado como 

posibles regiones de contacto con los inhibidores. 

6. Ampliar los estudios de acomplejamiento CD-inhibidor utilizando técnicas como 

resonancia magnética nuclear o cristalografía de rayos X. 



VII. APÉNDICES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII. APÉNDICES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 93



VII. APÉNDICES 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÉNDICE  1 

Curvas experimentales de 

ITC para sistemas CD-

inhibidor 

 94



 

95                                                                                                               VII. APÉNDICE 
1 

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8

-0.7

-0.6

-0.5

-0.4

-0.3

-0.2

-0.1

11.5

12.0

12.5

13.0

13.5

14.0

14.5
0 50 100 150 200 250

Tiempo (min)

µc
al

 s
-1

Razón Molar [β-CD]/[C8]

kc
al

/m
ol

 d
e 
β-

C
D

 

 

Datos de Ajuste 

β-CICLODEXTRINA / COMPUESTO C8

pH = 7.4, T = 36°C 

[CD]0 = 12.5 mM 

[C8]0 = 0.39 mM  

 

(N=1 fija) 

K = 578 ± 6 L mol-1  

∆H = -4268 ± 25 cal mol-1 

∆S = -1.17 cal mol-1 K-1 

c = 0.22 

 

N = 0.78 ± 0.07 

K = 764 ± 99 L mol-1  

∆H = -4292 ± 56 cal mol-1 

∆S = -0.69 cal mol-1 K-1 
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Datos de Ajuste 

γ-CICLODEXTRINA / COMPUESTO C8

pH = 7.4, T = 36°C 

[CD]0 = 101 mM 

[C8]0 = 1.67 mM  

 

(N=1 fija) 

K = 268 ± 4 L mol-1  

∆H = -1415 ± 11 cal mol-1 

∆S = 6.53 cal mol-1 K-1 

c = 0.45 

 

N = 1.02 ± 0.09 

K = 271 ± 12 L mol-1  

∆H = -1379 ± 127 cal mol-1 

∆S = 6.67 cal mol-1 K-1 
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Datos de Ajuste 

α-CICLODEXTRINA / COMPUESTO C9

pH = 7.4, T = 36°C 

[CD]0 = 70 mM 

[C9]0 = 0.44 mM  

 

(N=1 fija) 

K = 128 ± 1 L mol-1  

∆H = -7668 ± 42 cal mol-1 

∆S = -15.20 cal mol-1 K-1 

c = 0.06 

 

N = 2.55 ± 0.41 

K = 144 ± 5 L mol-1  

∆H = -2900 ± 488 cal mol-1 

∆S = 0.50 cal mol-1 K-1 
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Datos de Ajuste 

β-CICLODEXTRINA / COMPUESTO C9

pH = 7.4, T = 36°C 

[CD]0 = 13.7 mM 

[C9]0 = 0.41 mM  

 

(N=1 fija) 

K = 1270 ± 8 L mol-1  

∆H = -4929 ± 14 cal mol-1 

∆S = -1.75 cal mol-1 K-1 

c = 0.52 

 

N = 0.94 ± 0.03 

K = 1230 ± 21 L mol-1  

∆H = -5290 ± 171 cal mol-1 

∆S = -2.96 cal mol-1 K-1 



 

99                                                                                                               VII. APÉNDICE 
1 

 

0 2 4 6 8 10 12 14
-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

16

18

20

22

24

0 150 300 450 600

Tiempo (min)

µc
al

 s
-1

Razón Molar [γ-CD]/[C9]

kc
al

/m
ol

 d
e 

C
D

 

 

Datos de Ajuste 

γ-CICLODEXTRINA / COMPUESTO C9

pH = 7.4, T = 36°C 

[CD]0 = 25 mM 

[C9]0 = 0.44 mM  

 

(N=2 fija) modelo secuencial 

K 1 = 855 ± 41 L mol-1  

K 2 = 1360 ± 55 L mol-1 

∆H1 = -4930 ± 43 cal mol-1 

∆H2 = -5040 ± 512 cal mol-1 

∆S1 = -2.53 cal mol-1 K-1 

∆S2 = -1.95 cal mol-1 K-1 

c = 0.5 
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RESUMEN DE RESULTADOS DE AJUSTES DEL MODELO-1 A DATOS EXPERIMENTALES 

DE ACTIVIDAD DE TcTIM EN PRESENCIA DE C8 Y CICLODEXTRINAS CON K1 FIJA 
 

DATOS UTILIZADOS 
EN EL AJUSTE 

K2 (L2 mol-2) x10-8 

β-CD + C8 75 µM 6.79  ±  2.08 

β-CD + C8 150 µM 2.32  ±  0.17 

γ-CD + C8 75 µM 9.65  ±  0.91 

γ-CD + C8 150 µM 5.25  ±  0.99 

β-CD + C8 75 µM 

 γ-CD + C8 75 µM 

 
9.38  ±  0.83 

β-CD + C8 150 µM 

γ-CD + C8 150 µM 

 
4.25  ±  0.58 

β-CD + C8 75 µM y 150 µM 

γ-CD + C8 75 µM y 150 µM 

 
6.36  ±  0.58 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C8 75µM
 Ajuste con K1 fija
 Ajuste con K1 libre

Ajuste del modelo-1 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de β-CD + C8 75 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-1 (K1 fija) 

K1= 578 L mol-1 (β-CD) 

K2x10-8= 6.79 ± 2.08 

L2 mol-2 
 

Modelo-1 (K1 libre) 

K1= 240 ± 88 L mol-1  

K2x10-8= 2.59 ± 0.94 

L2 mol-2 
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b=Concentración de total de proteína inactivada / (µM)

 C8 150µM
 Ajuste con K1 fija
 Ajuste con K1 libre

Ajuste del modelo-1 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de β-CD + C8 150 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-1 (K1 fija) 

K1= 578 L mol-1 (β-CD) 

K2x10-8= 2.32 ± 0.17 

L2 mol-2 
 

Modelo-1 (K1 libre) 

K1= 450 ± 46 L mol-1  

K2x10-8= 1.71 ± 0.22 

L2 mol-2 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C8 75µM
 Ajuste con K1 fija
 Ajuste con K1 libre

Ajuste del modelo-1 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de γ-CD + C8 75 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-1 (K1 fija) 

K1= 268 L mol-1 (γ-CD) 

K2x10-8= 9.65 ± 0.91 

L2 mol-2 
 

Modelo-1 (K1 libre) 

K1= 144 ± 20 L mol-1 

K2x10-8= 4.26 ± 0.75 

L2 mol-2 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C8 150µM
 Ajuste con K1 fija
 Ajuste con K1 libre

Ajuste del modelo-1 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de γ-CD + C8 150 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-1 (K1 fija) 

K1= 268 L mol-1 (γ-CD) 

K2x10-8= 5.25 ± 0.99 

L2 mol-2 
 

Modelo-1 (K1 libre) 

K1= 95 ± 15 L mol-1 

K2x10-8= 1.88 ± 0.26 

L2 mol-2 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 β-CD + C8 75µM
 γ-CD + C8 75µM
 Ajustes con K1 fija
 Ajustes con K1 libre

Ajuste del modelo-1 a datos experimentales actividad
de TcTIM en presencia de β o γ-CD + C8 75 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-1 (K1 fija) 

K1= 578 L mol-1 (β-CD) 

K1= 268 L mol-1 (γ-CD) 

K2x10-8= 9.38 ± 0.83 

L2 mol-2 
 

Modelo-1 (K1 libre) 

K1= 355 ± 85 L mol-1  

K1= 140 ± 18 L mol-1 

K2x10-8= 4.10 ± 0.64 

L2 mol-2 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 β-CD + C8 150µM
 γ-CD +  C8 150µM
 Ajustes con K1 fijas
 Ajustes con K1 libres

Ajuste del modelo-1 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de β o γ-CD + C8 150 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-1 (K1 fija) 

K1= 578 L mol-1 (β-CD) 

K1= 268 L mol-1 (γ-CD) 

K2x10-8= 4.25 ± 0.58 

L2 mol-2 
 

Modelo-1 (K1 libre) 

K1= 478 ± 83 L mol-1  

K1= 95 ± 11 L mol-1 

K2x10-8= 1.87 ± 0.18 

L2 mol-2 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C8 75µM + β-CD
 C8  150µM + β-CD
 C8  75µM + γ-CD
 C8  150µM + γ-CD
 Líneas de ajuste para β-CD (K1fija)
 Líneas de ajuste para γ-CD (K1 fija)

Ajuste global del modelo-1 a datos experimentales de
actividad de TcTIM en presencia de β o γ-CD + C8 a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-1 (K1 fija) 

K1= 578 L mol-1 (β-CD) 

K1= 268 L mol-1 (γ-CD) 

K2x10-8= 6.36 ± 0.58 

L2 mol-2 
 

Modelo-1 (K1 libre) 

K1= 484 ± 104 L mol-1  

K1= 135 ± 16 L mol-1 

K2x10-8= 3.14 ± 0.35 

L2 mol-2 

 



 

 

RESUMEN DE RESULTADOS DE AJUSTES DEL MODELO-2  A DATOS EXPERIMENTALES DE 

ACTIVIDAD DE TcTIM EN PRESENCIA DE C9 Y α O β-CICLODEXTRINAS CON K1 FIJA 
 

DATOS UTILIZADOS 
EN EL AJUSTE 

K2 (L2 mol-2) x 10-8 K3 (L2 mol-2) x 10-8 

α-CD + C9 75 µM 3.94  ±  0.65 0.81  ±  0.08 

α-CD + C9 150 µM 2.54  ±  0.60 0.86  ±  0.20 

β-CD + C9 75 µM 9.00  ±  1.40 0.51  ±  0.01 

β-CD + C9 150 µM 2.43  ±  1.39 1.14  ±  0.65 

α-CD + C9 75 µM  

β-CD + C9 75 µM 

 
3.73  ±  0.19 

 
0.87  ±  0.01 

α-CD + C9 150 µM  

β-CD + C9 150 µM 

 
2.70  ±  0.47 

 
0.84  ±  0.15 

α-CD + C9 75 µM y 150 µM  

β-CD + C9 75 µM y 150 µM 

 
3.11  ±  0.38 

 
0.80  ±  0.10 
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Ajuste del modelo-2 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de α-CD + C9 75 µM a 36°C
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 75µM
 Ajuste con K1 fija
 Ajuste con K1 libre

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-2 (K1 fija) 

K1= 128 L mol-1 (α-CD) 

K2x10-8= 3.94 ± 0.65 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.81 ± 0.08 

L2 mol-2 
 

Modelo-2 (K1 libre) 

K1= 33 ± 9 L mol-1  

K2x10-8= 1.99 ± 0.13 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.20 ± 0.86 

L2 mol-2 
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Ajuste del modelo-2 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de α-CD + C9 150 µM a 36°C
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 150µM
  ajuste con K1 fija
  ajuste con K1 libre

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-2 (K1 fija) 

K1= 128 L mol-1 (α-CD) 

K2x10-8= 2.54 ± 0.60 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.86 ± 0.20 

L2 mol-2 
 

Modelo-2 (K1 libre) 

K1= 126 ± 24 L mol-1  

K2x10-8= 2.54 ± 0.64 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.86 ± 0.22 

L2 mol-2 
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Ajuste del modelo-2 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de β-CD + C9 75 µM a 36°C
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 75µM
 ajuste con K1 fija
 ajuste con K1 libre

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-2 (K1 fija) 

K1= 1270 L mol-1 (β-CD) 

K2x10-8= 9.00 ± 1.40 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.51 ± 0.01 

L2 mol-2 
 

Modelo-2 (K1 libre) 

K1= 1235 ± 2414 L mol-1  

K2x10-8= 9.29 ± 20.64 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.51 ± 0.03 

L2 mol-2 
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Ajuste del modelo-2 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de β-CD + C9 150 µM a 36°C
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 150µM
 ajuste con K1 fija
 ajuste con K1 libre

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-2 (K1 fija) 

K1= 1270 L mol-1 (β-CD) 

K2x10-8= 2.43 ± 1.39 

L2 mol-2 

K3x10-8= 1.14 ± 0.65 

L2 mol-2 
 

Modelo-2 (K1 libre) 

K1= 661.7 ± 364.6 L mol-1  

K2x10-8= 2.36 ± 0.95 

L2 mol-2 

K3x10-8= 1.16 ± 0.50 

L2 mol-2 
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Ajuste del modelo-2 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de α o β-CDs + C9 75 µM a 36°C
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 75µM + α-CD
 C9 75µM + β-CD
 Ajustes con K1 fija
 Ajustes con K1 libre

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-2 (K1 fija) 

K1= 128 L mol-1 (α-CD) 

K1= 1270 L mol-1 (β-CD) 

K2x10-8= 3.73 ± 0.19 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.87 ± 0.01 

L2 mol-2 
 

Modelo-2 (K1 libre) 

K1= 129 ± 28 L mol-1 

K1= 1090 ± 1222 L mol-1 

K2x10-8= 3.70 ± 0.28 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.88 ± 0.01 

L2 mol-2 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 150µM + α-CD
 C9 150µM + β-CD
 Ajustes con K1 fija
 Ajsutes con K1 libre

Ajuste del modelo-2 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de α o β-CD + C9 150 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-2 (K1 fija) 

K1= 128 L mol-1 (α-CD) 

K1= 1270 L mol-1 (β-CD) 

K2x10-8= 2.70 ± 0.47 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.84 ± 0.15 

L2 mol-2 
 

Modelo-2 (K1 libre) 

K1= 127 ± 17 L mol-1 

K1= 1042 ± 1952 L mol-1 

K2x10-8= 2.71 ± 0.50 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.84 ± 0.16 

L2 mol-2 
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Ajuste global del modelo-2 a datos experimentales de
actividad de TcTIM en presencia de α o β-CD + C9 a 36°C

C
on

ce
nt

ra
ci

ón
 in

ic
ia

l d
e 

ci
cl

od
ex

tri
na

 / 
(µ

M
)

b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 75µM + α-CD
 C9 150µM + α-CD
 C9 75µM + β-CD
 C9 150µM + β-CD
  ajuste con K1 fijas
  ajuste con K1 libres 

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-2 (K1 fija) 

K1= 128 L mol-1 (α-CD) 

K1= 1270 L mol-1 (β-CD) 

K2x10-8= 3.11 ± 0.37 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.80 ± 0.10 

L2 mol-2 
 

Modelo-2 (K1 libre) 

K1= 113 ± 13.1 L mol-1 

K1= 608 ± 513 L mol-1 

K2x10-8= 3.13 ± 0.32 

L2 mol-2 

K3x10-8= 0.81 ± 0.08 

L2 mol-2 
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RESUMEN DE AJUSTES DE LOS MODELOS 3 Y 4 A DATOS EXPERIMENTALES DE ACTIVIDAD 

DE TcTIM EN PRESENCIA DE C9 Y γ-CICLODEXTRINA CON K1 FIJA 
 

DATOS UTILIZADOS 
EN EL AJUSTE 

K2 (L2 mol-2) x 10-8 MODELO K3 (L mol-1) 

γ-CD + C9 75 µM 0.59  ±  0.04 3 - 

γ-CD + C9 150 µM 2.01  ±  0.30 3 - 

γ-CD + C9 75 µM 1.58  ±  0.10 4 1491 ± 1150 

γ-CD + C9 150 µM 1.07  ±  0.04 4 15480 ± 180 

γ-CD + C9 75 µM y 150 µM 1.76  ±  0.10 3 - 

γ-CD + C9 75 µM y 150 µM 1.67  ±  0.17 4 1332 ± 1935 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 75µM
 Ajuste con K1 libre
 Ajuste con K1 fija

Ajuste del modelo-3 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de γ-CD + C9 75 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-3 (K1 fija) 

K1x10-6= 1.16 L2 mol-2 

(γ-CD) 

K2x10-8= 0.60 ± 0.04 

L2 mol-2 
 

Modelo-3 (K1 libre) 

K1x10-6= 1.21 ± 0.23 

L2 mol-2 

K2x10-8= 1.71 ± 0.16 

L2 mol-2 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 150µM
 Ajuste con K1 libre
 Ajuste con K1 fija

Ajuste del modelo-3 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de γ-CD + C9 150 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-3 (K1 fija) 

K1x10-6= 1.16 L2 mol-2 

(γ-CD) 

K2x10-8= 2.01 ± 0.30 

L2 mol-2 
 

Modelo-3 (K1 libre) 

K1x10-6= 0.32 ± 0.12 

L2 mol-2 

K2x10-8= 1.10 ± 0.16 

L2 mol-2 
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 75µM
 Ajuste con K1 libre
 Ajuste con K1 fija

Ajuste del modelo-4 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de γ-CD + C9 75 µM a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-4 (K1 fija) 

K1x10-6= 1.16 L2 mol-2 

(γ-CD) 

K2x10-8= 1.58 ± 0.10 

L2 mol-2 

K3= 1491 ± 1150 L mol-1 
 

Modelo-4 (K1 libre) 

K1x10-6= 4.10 ± 2.50 

L2 mol-2 

K2x10-8= 2.20 ± 0.52 

L2 mol-2 

K3= 5400 ± 700 L mol-1 
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Ajuste del modelo-4 a datos experimentales de actividad
de TcTIM en presencia de γ-CD + C9 150 µM a 36°C
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b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 150µM
 ajuste con K1 fija
 ajuste con K1 libre

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-4 (K1 fija) 

K1x10-6= 1.16 L2 mol-2 

(γ-CD) 

K2x10-8= 1.07 ± 0.04 

L2 mol-2 

K3= 15480 ± 180 L mol-1 
 

Modelo-4 (K1 libre) 

K1x10-6= 2.24 ± 0.56 

L2 mol-2 

K2x10-8= 1.36 ± 0.12 

L2 mol-2 

K3= 15700 ± 80 L mol-1 

 



 

0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

 

 
C

on
ce

nt
ra

ci
ón

 in
ic

ia
l d

e 
ci

cl
od

ex
tri

na
 / 

(µ
M

)

b=Concentración total de proteína inactivada / (µM)

 C9 75µM
 C9 150µM
 ajuste con K1 fija modelo-3
 ajuste con K1 libre modelo-3
 ajuste con K1 fija modelo-4
 ajuste con K1 libre modelo-4

Ajuste global de los modelos 3 y 4 a datos experimentales
de actividad de TcTIM en presencia de γ-CD + C9 a 36°C

 

 

Datos de Ajuste 
Modelo-3 (K1 fija) 

K1x10-6= 1.16 L2 mol-2 

(γ-CD) 

K2x10-8= 1.75 ± 0.1 

L2 mol-2 

Modelo-3 (K1 libre) 

K1x10-6= 0.93 ± 0.24 

L2 mol-2  

K2x10-8= 1.57 ± 0.19 

L2 mol-2 

Modelo-4 (K1 fija) 

K1x10-6= 1.16 L2 mol-2 

(γ-CD) 

K2x10-8= 1.67 ± 0.16 

L2 mol-2 

K3= 1332 ± 1935 L2 mol-2 

Modelo-4 (K1 libre) 

K1x10-6= 0.94 ± 0.42 

L2 mol-2  

K2x10-8= 1.58 ± 0.21 

L2 mol-2 

K3= 259 ± 3659 L2 mol-2 
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