
 
 

  UNIVERSIDAD  NACIONAL AUTÓNOMA DE 
MÉXICO. 

                                 
                                    
 

 
FACULTAD DE CIENCIAS. 

 
 
 

 
DISEÑO, CONSTRUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN 
DE LA REVERSIBILIDAD DEL PLEGAMIENTO DE   

UNA MUTANTE DE LA REGIÓN  CARBOXILO 
TERMINAL DE LA   TRIOSAFOSFATO ISOMERASA 

(TIM)  DE Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi. 
 
 
 
 
 

T    E    S    I    S 
 
 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE: 
 
 

B     I     Ó     L     O     G     A 
 
 

PRESENTA. 
 

 
LAURA ALEJANDRA YÉPEZ VEGA. 

 
 

DIREC ERAS 

2007. 
 

 

TOR DE TESIS: DR. EDGAR VÁZQUEZ CONTR
 
 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 
Datos del Jurado. 

 

.Datos del alumno 

Alejandra 

ad Nacional Autónoma de México 

 
1
Yépez  
Vega 
Laura 
56555623 
Universid
Facultad de Ciencias 
Biología 098198904 
2. Datos del Tutor 
Dr. 
 Edgar  

 
 

Vázquez
Contreras
3. Datos sinodal 1 

 Elena  

s  

Dra. 
Maria
Chánez 
Cárdena
4Datos sinodal 2 

iana  
Dr. 
Mar
Peimbert 
Torres   
5 Datos sinodal 3 

ndro  

o 

Dr.  
Aleja
Sosa  
Peinad
6 Datos sinodal 4  

ina  

 

Dra. 
Georg
Garza 
Ramos
7 Datos del trabajo escrito 

y caracterización de la reversibilidad del Diseño, construcción 
plegamiento de   una mutante de la región  carboxilo terminal de la  
triosafosfato isomerasa (TIM)  de Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi. 
73 p 

2007 

   



 
 
 
 
 
 
 

 

Esta tesis se realizó  bajo la dirección  del Dr. Edgar Vázquez Contreras  en el 

Departamento  de Bioquímica en el Instituto de Química de la Universidad 

Nacional Autónoma de México,   y en colaboración con la Dra. María  Elena 

Chánez Cárdenas  del Laboratorio de Patología Vascular Cerebral del Instituto 

de Neurología y Neurocirugía Manuel Velasco Suárez. Este trabajo fue apoyado 

por el proyecto de CONACYT  45024 – M y PAPIIT IN217206,  una beca para 

estudios de tesis de licenciatura fue otorgada por el mismo. 

   



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
“Todo hombre es como la Luna: 

con una cara oscura que a nadie enseña” 
 

Mark Twain. 
 
 

   



Wxw|vtàÉÜ|tá. 
 
 
 
 

T Å| ÑtÑö ç t Å| ÅtÅöM cÉÜ àÉwÉ ÄÉ Öâx Åx {tÇ wtwÉ ç ÄÉ Öâx t{ÉÜt  
áÉçA   ZÜtv|tá ÑÉÜ àÉwÉA 

 
 
 
T Å|á {xÜÅtÇÉáM ˙ÇzxÄxá ]tä|xÜ ç ZtuçA  

 cÉÜ Ätá Ü|átá? Ätá ÑxÄxtá ç àÉwÉ ÄÉ Öâx {xÅÉá vÉÅÑtÜà|wÉA 
 
 
 
T Å|á Ç|©ÉáM fxutáà|öÇ? eÉwÜ|zÉ? TÄyÜxwÉ? k|ÅxÇt ç atàtá{tA 

cÉÜ Öâx àÉwÉ vtÅu|É ç ÄÉ ÄÄxÇtÜÉÇ wx tÄxzÜ•t vâtÇwÉ 
âáàxwxá ÄÄxztÜÉÇA 

 
 
 
 
 

‘‘‘_Éá dâ|xÜÉ `âv{É444 

   



 

 
 
 
T TÄtÇ i|zâxÜtáA  cÉÜ àÉwÉ xÄ tÑÉçÉ? ÄÉ Öâx {xÅÉá ä|ä|wÉ ç vÉÅÑtÜà|wÉ            

cÉÜ wtÜÅx àâ {ÉÅuÜÉ ÑtÜt ÄÄÉÜtÜ? àâá uÜtéÉá ÑtÜt 
tÑÉçtÜÅx ç âÇt áÉÇÜ|át ÑtÜt áxzâ|Ü twxÄtÇàxA  

 
 
 
 
 
T \ÅxÄwt exÇàtÜ•tA  cÉÜ àÉwÉá xáàÉá t©Éá wx tÅ|áàtw? ÑÉÜ áxÜ Åöá Öâx 

âÇt tÅ|zt ç ÑÉÜ àÉwÉ xÄ tÑÉçÉ t ÄtÜzt w|áàtÇv|tA                       
gx dâ|xÜÉ `âv{É \ÅxA       

 
 
 
 
 
T Ät ä|wt ÑÉÜ wtÜÅx Ät ÉÑÉÜàâÇ|wtw wx ÄÄxztÜ t xáàx ÅÉÅxÇàÉ  Öâx tÄzâÇt 

äxé vÜx•  |ÅÑÉá|uÄx wx tÄvtÇétÜA 

   



Agradecimientos. 
 

Al Dr. Dr. Edgar Vázquez Contreras por darme la oportunidad y la 
confianza de realizar este proyecto, por todo el tiempo dedicado y la 
paciencia. 
 
A la Dra. María Elena Chánez Cárdenas por su invaluable 
participación y asesoría en esta tesis. 
 
A Dr. Gerardo Pérez Hernández por su valiosa ayuda en la 
purificación de la mutante G174-K250. 
 
Al Dr. Edgar Vázquez Contreras, la Dra. María Elena Chánez 
Cárdenas, la Dra. Mariana Peimbert Torres, al Dr. Alejandro Sosa 
Peinado y Dra. Georgina Garza Ramos por sus revisiones, 
correcciones y comentarios al presente trabajo. 
 
Al Instituto de Química, UNAM por todo este tiempo, por el uso de 
sus recursos y equipo.  
 
Al laboratorio de Patología Vascular Cerebral del Instituto Nacional 
de Neurología y Neurocirugía “Manual Velasco Suárez” por el uso 
interminable de su Termociclador y sus recursos.  
 
Al laboratorio de Fisicoquímica de Proteínas de la Facultad de 
Medicina, UNAM, por permitirme realizar la purificación de la 
mutante. 
 
A todos mis amigos de la Facultad de Ciencias por todas las horas 
de clase, las prácticas de campo y los buenos momentos que 
pasamos, por que hicieron muy divertido mi paso por la facultad.  
 
A mis compañeros de laboratorio del Instituto de  de Química. 
 

A la Universidad Nacional Autónoma de México. 
 

A la Facultad de Ciencias. 
 
  
 

   



ÍNDICE GENERAL 
 
 

Índice General........................................................................................................8 

Índice de Figuras..................................................................................................10 

Índice de Tablas....................................................................................................11 

Abreviaturas.........................................................................................................12 
Resumen...............................................................................................................13 

Capítulo I: Introducción.......................................................................................14 

1. Las proteínas...............................................................................................14 
1.1. Estructura de las proteínas....................................................................15 

2. Plegamiento de proteínas...........................................................................18 
2.1. Desnaturalización de proteínas….........................................................21 

3. La Triosafosfato isomerasa.........................................................................22 
3.1. Mecanismo catalítico de la TIM............................................................22 

3.2. Estructura de la TIM...........................................................................23 

 

Capítulo II: Antecedentes.....................................................................................25 

Capítulo III: Hipótesis..........................................................................................27 

Capítulo IV: Objetivos..........................................................................................28 
Capítulo IV: Métodos...........................................................................................29 

1. Construcción de la mutante........................................................................29 
2. Clonación.....................................................................................................32 

3. Crecimiento de células y sobreexpresión...................................................33 
4. Purificación de la mutante: G174 – K250………........................................33 
5. Concentración de proteína..........................................................................35 

6. Determinación de la actividad catalítica....................................................35 

7. Desnaturalización de la quimera  con clorhidrato de guanidina                    

(Gdn-HCl)……………………….……………………………………...…..…...37 



 
Capítulo VI: Resultados y Discusión...................................................................38 

1. Diseño y construcción de la mutante..........................................................38 
2. Clonación.....................................................................................................43 
3. Crecimiento de células y sobreexpresión de proteína................................46 
4. Purificación de la mutante G174 – K250.....................................................48 

5. Caracterización de la quimera al desnaturalizar con Gdn-HCl…….........51 

 

Capítulo VII: Conclusiones..................................................................................59 
Capítulo VIII: Perspectivas..................................................................................60 
Apéndice A...........................................................................................................61 
Apéndice B...........................................................................................................66 

Referencias............................................................................................................68 

   



ÍNDICE DE FIGURAS 

 

1. Reacción para formar el enlace peptídico……................................................14 

2. Organización estructural de proteínas.............................................................17 

3. Embudo de plegamiento..................................................................................20 

4. Reacción de catálisis de  la Triosafosfato isomerasa........................................23  

5. Estructura tridimensional de la TIM................................................................24 

6. Diseño de protocolo para la construcción de la mutante……........................30 

7. Reacción acoplada para medir actividad catalítica de la TIM.........................35 

8. Alineación de secuencias de Tb TIM y Tc TIM……........................................39 

9. Representación del vector pET-3a....................................................................40  

10. Amplificación de la quimera..........................................................................41  

11. Digestión Clonación de la quimera................................................................42 

12. Clonación de la quimera.................................................................................43 

13. Secuenciación de la mutante..........................................................................45 

14. Representación tridimensional del carboxilo terminal de la mutante...........46 

15.  Sobreexpresión de la mutante G174 – K250..................................................47 

16. Gráfica de absorbancias a 280 nm..................................................................49 

17. Gel purificación II...........................................................................................51 

18. Desnaturalización de la mutante....................................................................52 

19. Desnaturalización de la mutante……………………....................................53 

20. Renaturalización de la mutante……………………......................................54 

   



ÍNDICE DE TABLAS 

 

1. Patrón de plegamiento para las TIM de T. brucei y T. cruzi.............................25 

2. Programa de termociclador para los fragmentos.............................................30 

3. Programa de termociclador para la quimera...................................................31 

4. Comparación en las purificaciones..................................................................50 

5. Análisis del desplegamiento/replegamiento  de TIM en                                    

Gdn-HCl...............................................................................................................56 

 

   



ABREVIATURAS. 
 

 
A,   
a.a 
CEM,    
CM, 
COOH, 
DDT, 
DHAP, 
DMSO, 
E, 
EDTA,    
F, 
FPLC,   
 
GAP, 
Gdn-HCl,  
H, 
HPLC,  
 
IF,   
K, 
LB 
MES,   
NaN3 
N2,   
N2*,   
NH3 
PCR 
 
PDB 
PMSF,  
SCM,   
SDS-PAGE, 
TbTIM,   
TcTIM,  
TEA,   
TED,   
TIM  
U2,   
W,   
WT, 
2N, 

agregados  
aminoácidos 
cromatografía de exclusión molecular 
carboximetil 
grupo carboxilo 
Ditiotreitol 
Dihidroxiacetona  fosfato 
Dimetilsulfóxido 
Ácido glutámico 
Ácido etilendiamin-tetraacético 
Fenilalanina 
cromatografía líquida de alta presión, del inglés “fast pressure 
liquid chromatography” 
Gliceraldehído-3-fosfato  
Clorhidrato de guanidinio 
Histidina 
cromatografía líquida de alta presión, del inglés “high pressure 
liquid chromatography” 
fluorescencia intrínseca  
Lisina 
Medio de cultivo Luria-Bertani 
(ácido 2-[N-Morfolino] etansulfónico) 
Azida de sodio 
dímero  no nativo 
dímero nativo 
grupo amino 
reacción en cadena de la polimerasa, del inglés “Polimerase  
Chain Reaction” 
banco de datos de proteínas del inglés “Protein Data Bank”  
Fenilmetilsulfonilfloruro 
centro espectral de masa, del inglés “Spectral Center of Mass” 
dodecil sulfato de sodio- electroforesis en gel de poliacrilamida 
triosafosfato isomerasa de Trypamosoma brucei 
triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi 
Trietanolamina 
amortiguador que contiene  TEA, EDTA y DTT 
triosafosfato isomerasa 
monómero desplegado  
Triptófano  
Wild type 
monómeros compactos 

 
 



 

RESUMEN. 

 

Las secuencias primarias y estructuras tridimensionales de la 

Triosafosfato isomerasa (TIM) de  Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi son 

similares, de los 250 aminoácidos que se pueden comparar entre estas dos 

proteínas,  74% son idénticos.  A pesar del elevado porcentaje de parecido en 

sus secuencias primarias y de la similitud de sus monómeros, los estudios de 

plegamiento de estas dos enzimas muestran patrones diferentes: Tc TIM 

presenta un patrón de plegamiento reversible y Tb TIM presenta un patrón 

irreversible en donde se forman agregados.  

 

En este trabajo se presenta la estrategia para la construcción de una 

proteína quimera de Tb TIM (M1-G174) y Tc TIM en la región carboxilo 

terminal (G174 – K250), además se presenta la caracterización estructural de la 

misma por medio de estudios de fluorescencia intrínseca y de actividad 

catalítica después de la desnaturalización con clorhidrato de guanidina (Gdn-

HCl). Los resultados obtenidos de los espectros de fluorescencia intrínseca y 

actividad catalítica al desnaturalizar y renaturalizar a la proteína se compararon 

con los  reportados para las enzimas WT de Tb TIM y Tc TIM.  El análisis de  los 

datos así obtenidos permite suponer que  la mutación realizada en el extremo 

carboxilo terminal de Tb TIM podría estar relacionada con la irreversibilidad 

observada en  la Triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma brucei. 

  
 

   



Capítulo  I.   
INTRODUCCIÓN 

 

1. Las  proteínas 

 

Las proteínas (del griego Proteion, primero) se forman en el ribosoma a partir de 

la información contenida en los genes. Son biomoléculas formadas básicamente 

por carbono, hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. Pueden además contener Azufre 

en la cadena lateral o como grupo prostético, en algunos tipos de proteínas, 

fósforo, hierro, magnesio y cobre entre otros elementos. 

 

El carbono alfa, es un vínculo para los cuatro diferentes grupos que 

conforman a los aminoácidos: el grupo amino, el grupo carboxilo, el grupo R y 

un átomo de Hidrógeno (Nelson D y M. Cox, 2000).  La cadena lateral o grupo 

R de estas moléculas precursoras puede ser desde un átomo de hidrógeno 

(glicina), hasta un anillo complejo (triptófano). Existen en la naturaleza 20 

aminoácidos comunes que pueden ser constituyentes de las proteínas, cada uno 

con un grupo R diferente que le confiere propiedades específicas. Los 

aminoácidos  se mantienen unidos  en las proteínas mediante enlaces covalentes 

denominados peptídicos (Figura 1).  

 

 
Figura 1.  Representación del enlace peptídico (encerrado en el recuadro). 

 

El enlace peptídico se forma por una reacción de condensación  durante 

la cual  se elimina una molécula de agua, cuando se unen el grupo carboxilo de 

un aminoácido y el grupo amino de otro aminoácido.  



Debido al mecanismo de formación del enlace peptídico, una cadena 

polipeptídica siempre tiene un extremo amino (NH 3)  y un extremo carboxilo 

(COOH). 

 

 

1.2.  Estructura de  las Proteínas 

 

 En todas las células, los aminoácidos que se encuentran enlazados por 

enlaces peptídicos dan lugar a una estructura tridimensional específica. Esta es 

la disposición tridimensional funcionalmente activa que se conoce como 

estructura nativa. Para facilitar la descripción de la estructura tridimensional de 

una proteína se han utilizado los siguientes términos para definir a los 

diferentes  niveles estructurales (Creighton, 1993):  

 

Estructura 1aria.  Se refiere a la secuencia lineal de aminoácidos, de la cadena 

polipeptídica, (Figura 2). El orden de aminoácidos le da su especificidad y 

también influye en la conformación final y en su función. Este orden es 

consecuencia de la información contenida en el material genético (ADN). Las 

cadenas polipeptídicas por lo tanto, difieren entre sí, en el número de 

aminoácidos que contienen y  en la secuencia de sus grupos R. 
 

Estructura 2aria.  Consiste en la forma específica en la que se enrollan o pliegan 

los segmentos de un polipéptido. Puede haber dos tipos de estructuras 

secundarias: repetitiva y no repetitiva. 

 

 Repetitiva como:    

Hélice α.  En esta estructura la cadena polipeptídica se pliega en espiral sobre 

sí misma,  (Figura 2),  debido a los giros producidos en torno al carbono alfa 

de cada aminoácido se compone por 3.6 residuos de aminoácidos por vuelta. 

Esta estructura se mantiene gracias a los enlaces de hidrógeno intercatenarios 

   



formados entre el grupo -NH de un enlace peptídico y el grupo -C=O del 

cuarto aminoácido que le sigue. 

 

Hoja β plegada.  En 1951 Pauling y Corey postularon la  existencia de una 

estructura secundaria diferente en la cadena polipeptídica,  la hoja β plegada 

(Figura 2) (Griffiths et.al, 2000). Se forma mediante puentes de hidrógeno 

entre cadenas vecinas o alejadas en secuencia. Todos los enlaces peptídicos 

participan en este enlace cruzado, confiriendo así gran estabilidad a la 

estructura resultante. Existen dos tipos de estructuras Beta:    

- Antiparalelas, las cadenas vecinas del polipéptido unidas por enlaces de 

hidrógeno se disponen en direcciones opuestas. 

- Paralelas, en las que las cadenas vecinas del polipéptido unidas por 

enlaces de hidrógeno se disponen en la misma dirección. 

 

 No repetitiva.  

Los loops, o asas (Figura 2).  Son segmentos que pueden desempeñar el papel  

de la unión  de las estructuras α-hélice y  la hoja β-plegada, o la unión de dos o 

más cadenas polipeptídicas, es un mecanismo mediante el cual una proteína  

pude actuar flexiblemente en la ejecución de su función biológica. 

 

Estructura 3aria. Es el empaquetamiento tridimensional de la cadena 

polipeptídica que en la mayoría de las proteínas permite adoptar la 

conformación nativa (Figura 2), se refiere a la localización en el espacio 

tridimensional de cada uno de los átomos que conforman a la proteína. Esta 

conformación se mantiene estable en general por  enlaces no covalentes como 

los electrostáticos (puentes salinos) y los puentes de hidrógeno o bien 

interacciones de van der Waals que se forman entre las cadenas laterales de los 

aminoácidos. Para dar más estabilidad a la proteína,  se pueden formar enlaces 

covalentes como los puentes disulfuro, que se forman a través de aminoácidos 

que contienen azufre, como la cisteína. En la estructura terciaria en general los 

aminoácidos no polares se sitúan hacia el interior y los polares hacia el exterior 

   



 

Estructura 4aria.  Es la unión de dos o más cadenas polipeptídicas,  que pueden 

ser iguales (homo-oligómeros) o diferentes (hetero-oligómeros). La estructura 

cuaternaria de la proteína se obtiene después de la asociación u oligomerización 

de dos o más monómeros.  

 

 
 

Figura 2.  Organización estructural de  las proteínas. 

 

 

Todas las proteínas, como producto final de los genes, conforme  se van 

sintetizando en el ribosoma, van quedando expuestas al solvente, donde, a 

través del proceso de plegamiento, alcanzan su estructura funcional (Nelson. y 

Cox, 2000). 

   



2.   El Plegamiento de  las proteínas   

El plegamiento, es la propiedad que tiene la cadena polipeptídica de 

adoptar una determinada conformación tridimensional estable para 

desempeñar su función biológica. La cadena polipeptídica se pliega en una 

conformación que está determinada por la información incluida en la secuencia 

de los residuos de aminoácidos (Anfinsen, 1973).   

El estado nativo de una proteína es la conformación de la cadena 

polipeptídica termodinámicamente más estable (Dobson, 2003). Se ha 

obserbado que el plegamiento de una cadena polipeptídica a una estructura 

tridimensional es un proceso reversible, que depende de las condiciones del 

ambiente (Anfinsen, 1973).  

Bajo condiciones fisiológicas en el proceso de plegamiento las proteínas 

son más estables en su conformación nativa que en otras posibles 

conformaciones. El plegamiento es un proceso rápido, que tarda a lo sumo 

periodos del orden de milisegundos.  

En 1968 Cyrus Levinthal sugirió la existencia de rutas preferenciales de 

plegamiento (Levinthal, 1968), argumentando que la cadena polipeptídica 

encuentra su estructura nativa en un período de tiempo extremadamente corto, 

comparado con el tiempo predicho para un mecanismo de plegamiento por 

medio de búsqueda aleatoria.  Esta observación se conoce como la paradoja de 

Levinthal. 

En la actualidad esto se ha interpretado además como una evidencia de 

que el plegamiento no es totalmente aleatorio, sino que es un proceso por 

etapas, que reduce en muchos órdenes de magnitud la búsqueda de 

conformaciones (Dobson, 2003).  

 

 

   



Se han reconocido varias propiedades e interacciones físicas que guían al 

proceso de plegamiento,  como la formación de enlaces disulfuro entre cisteínas 

o la formación de puentes salinos entre aminoácidos básicos y ácidos, pero en 

general se acepta que las principales interacciones en el proceso son la 

hidrofobicidad de las cadenas laterales  en un medio acuoso y la formación de 

puentes de hidrógeno.  Como resultado del proceso de plegamiento en medios 

acuosos, en general estas biomoléculas se empaquetan mostrando hacia el 

solvente superficies hidrofílicas y ocultando al interior los componentes más 

hidrofóbicos. En el interior de las proteínas las interacciones de van der Waals 

son muy importantes para mantener la estabilidad conformacional de las 

mismas (Pace, 1996). 

Para examinar y tratar de entender los detalles del mecanismo de 

plegamiento se han realizado modelos teóricos por medio de simulaciones 

computacionales. Un ejemplo es el modelo de embudos de plegamiento, por 

Leopold, Montal y Onuchic (Leopold PE et.al, 1992). Un embudo de 

plegamiento, (Figura 3) representa las diversas vías que puede tomar una 

proteína para plegarse. El paisaje de energía o superficie del embudo 

corresponde a la entropía de cada conformación y puede tener una amplia 

cantidad de formas diferentes, con colinas o valles, que representan barreras de 

energía, trampas cinéticas o caminos más directos al estado nativo. 

 

El proceso de plegamiento puede  verse como una exploración en un 

horizonte, (Figura 3). Si partimos de que A y B son proteínas sintetizadas 

saliendo del ribosoma,  entonces para  A,  la búsqueda es siempre hacia estados 

de menor energía (N), pero partiendo de B hay que atravesar por 

intermediarios, o agregados que requieren ser activados para poder llegar a  la 

estructura nativa.   

 

 

 

   



 
 

Figura 3.  Representación del modelo del embudo  propuesto por  Leopold, Montal y 

Onuchic. http://biochemistry.utoronto.ca.   

 

 

La forma del embudo de plegamiento depende tanto de la secuencia de 

aminoácidos de la proteína, como de las condiciones externas, determinando así 

el mecanismo de plegamiento. 

 

El plegamiento hacia la conformación nativa es un proceso central para 

que las proteínas puedan llevar a cabo su función correctamente. En el 

plegamiento in vivo, existen factores auxiliares como chaperonas y catalizadores 

que asisten al proceso. Sin embargo, estos factores sólo facilitan el plegamiento 

productivo en el ambiente celular. 

 

   



2.1.  Desnaturalización de proteínas 

Dado que el proceso de plegamiento in vivo puede llegar a ser muy 

complicado se han diseñado experimentos para poder estudiar el plegamiento 

in vitro. Se conocen como experimentos de desnaturalización y consisten en 

ocasionar la pérdida de la estructura tridimensional de la proteína en cuestión. 

Se llama desnaturalización de las proteínas a la pérdida de las 

estructuras secundaria, terciaria y/o cuaternaria. Si tenemos proteínas en 

disolución y cambiamos de forma notable las condiciones en que suelen 

encontrarse en su medio biológico, pierden su estructura y por lo tanto su 

función nativa. Este proceso, llamado reacción de desnaturalización, puede 

estudiarse en el laboratorio mediante agentes desnaturalizantes: físicos (calor o 

presión) y químicos (detergentes, disolventes orgánicos, pH, fuerza iónica). Este 

proceso puede ser reversible si al variar o al retirar el agente perturbante  y se 

regresa a las condiciones nativas (Dill y Shortle, 1991).  

En 1973 Anfinsen mostró experimentalmente que la desnaturalización 

puede ser reversible para proteínas pequeñas, añadiendo y retirando agentes 

desnaturalizantes a disoluciones de enzimas que ganaban y perdían su 

actividad. Demostró así que el plegamiento de una proteína depende 

exclusivamente de su secuencia de aminoácidos, aunque hoy sabemos que 

algunas necesitan la ayuda de chaperonas  (Voet y Voet, 2002). 

   



3.  La  Triosafosfato isomerasa (TIM)  

La triosafosfato isomerasa se utiliza como modelo para estudiar el 

plegamiento, en diversos organismos se ha estudiado a nivel tanto estructural 

como funcionalmente, y estos resultados muestran que esta enzima está 

altamente conservada  a lo largo de la evolución. (Lolis et.al, 1990). A la fecha se 

ha reportado la secuencia de aminoácidos de esta proteína de más de 200 

especies. Se conoce la estructura tridimensional de la TIM de: Bacillus 

sterarothermophilus (Delboni et.al, 1995), Caonorhabditis elegans (Symersky et.al, 

2003), Oryctolagus cuniculus (Aparicio et.al, 2003), Entamoeba histolítica 

(Rodríguez-Romero et.al,  2002), Escherichia coli (Noble et.al, 1993), Homo sapiens 

(Mande et.al, 1994), Leishmania mexicana (Williams et.al, 1999), Saccharomyces 

cerevisiae (Lolis et.al, 1990), Methanothermus fervidus (Kohloff et.al, 1996), 

Plasmodium falciparum (Velanker et.al, 1997), Gallus gallus (Banner et.al, 1975), 

Pyrococcus woesei (Walden et.al, 2001),  Thermoproteus tenax (Walden et.al, 2004), 

Thermotoga maritima (Maes et.al, 1999), Trypanosoma brucei (Wierenga et.al, 1991), 

Trypanosoma cruzi (Maldonado et.al, 1998) y Vibrio marinus (Alvarez et.al, 1998).  

 

3.1.  Mecanismo catalítico de la TIM 

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

la interconversión de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-

fosfato (GAP), ( Figura 4) reacción que se produce a través de un intermediario 

enediol (Mathews, et.al. 2002). 

Esta enzima ha sido considerada como un catalizador perfecto  

(Knowles, 1991) y se estableció que  in vivo el paso limitante de la reacción  está 

limitada únicamente por la difusión de los sustratos al sitio catalítico (Blacklow, 

et.al, 1988).  Esta reacción determina en gran parte  la eficiencia de la glucólisis 

pues de los productos provenientes de la catálisis de la aldolasa (DHAP y el 

   



GAP) únicamente el GAP continúa en la glucólisis asegurando la ganancia 

energética. 

 

Figura 4.   Reacción catalizada por la triosafosfato isomerasa. 

 

3.2.  Estructura de la TIM 

Se conoce a detalle  tanto su estructura como su mecanismo catalítico. La 

TIM, estudiada en diferentes especies, generalmente es un homodímero de 

subunidades idénticas en mesófilos excepto en organismos termófilos donde 

forma tetrámeros (Walden et.al, 2001). Cada uno de los monómeros está 

formado por una secuencia aproximada de 250 residuos de aminoácidos. El 

peso molecular de cada monómero es de 27 KDa (Straus D et.al, 1985). Cada 

monómero tiene un sitio activo y funciona independientemente del otro,  sin 

embargo sólo la forma oligomérica es activa (Waley, 1973).  

La TIM es el prototipo de las proteínas tipo barril α/β. En general, la 

estructura secundaria está formada por ocho hebras paralelas en el interior de la 

proteína, que forman una red de puentes de Hidrógeno. Usualmente hay una α 

hélice, a veces dos, entre cada hebra β vecina (Reardon y Farber, 1995). La 

secuencia global de la estructura secundaria es por lo tanto un dominio (α/β)8 

(Figura 5a). Para todas las enzimas de la familia de barriles α/β, el sitio activo 

está localizado hacia el extremo carboxilo terminal de las hebras beta, a pesar de 

que las reacciones catalizadas por estas enzimas son ampliamente diferentes.   

   



 

Los residuos más importantes para la reacción catalítica en la TIM son 

una Lys, una His y un Glu, para Tb TIM son los residuos 13, 95 y 167, mientras 

que para Tc TIM son 14,  96 y 168 (Figura 5b). En todos los barriles se localizan 

en la zona C-terminal. Estos residuos catalíticos se encuentran conservados a 

través de la evolución. 

 

 

Figura. 5.  Estructura tridimensional de la TIM.   a)  Dímero de la TIM,  se muestra cada 

una de las subunidades  A y B así como las estructuras que los componen como Hojas  

β,  α-Hélices  y asas.  b)  Se muestran los residuos del sitio catalítico  de Tc TIM  en el 

centro del barril (α/β)8.  Las coordenadas se obtuvieron del archivo 1TCD del PDB 

(Maldonado,  E.  et al,. 1998). 

 

 

 

 

   



Capítulo II 

ANTECEDENTES 

La alineación de las secuencias de aminoácidos de la triosafosfato isomerasa 

de Trypanosoma cruzi (Tc TIM) y la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei 

(Tb TIM) muestran una identidad del 74%. Las estructuras cristalográficas se 

sobreponen con un rms de 0.96 Å, y las áreas ocultas al solvente son casi idénticas 

(Maldonado et.al, 1998).  

La secuencia primaria  está compuesta por 250  residuos de aminoácidos 

para Tb TIM, mientras que Tc TIM presenta 251 a.a. Sus patrones de plegamiento,  

básicamente son iguales,  con la diferencia de que Tb TIM presenta agregados en 

los intermediarios lo que la hace irreversible,  mientras que Tc TIM es 

completamente reversible (Tabla. 1). La formación de dímeros activos a partir de 

monómeros desnaturalizados es más eficiente en  Tc TIM que en Tb TIM (Zomosa-

Signoret V et.al, 2003). 

 

Fuente. Modelo. Reversible Referencia. 

 

T. brucei. 

A        A 

 

N2↔N2*↔2N↔2U 

 

No 

 

Chánez-Cárdenas 

ME et.al, 2002 

 

T. cruzi. 

 

N2↔N2*↔2N↔2U 

 

Si 

Chánez-Cárdenas 

ME et.al, 2005 

Tabla. 1.  Patrón de plegamiento para las TIM de T. brucei y T. cruzi.             Donde: 

N2: dímero nativo; N2*: dímero NO nativo; 2N: monómeros compactos;                U2: 

monómeros desnaturalizados;  A: agregados. 

 



 

 

En la región carboxilo terminal, específicamente del aminoácido G174 al 

término de las secuencias de aminoácidos de Tb TIM y de Tc TIM se encuentra un 

gran número de cambios conservativos y no conservativos. Dado que el patrón de 

plegamiento de Tc TIM es reversible, en este trabajo se plantea la idea de que esta 

región puede estar involucrada en la irreversibilidad de la triosafosfato isomerasa 

de Trypanosoma brucei.  

 

 



Capítulo III 
 

HIPÓTESIS. 

 

 Si se sustituye la región del carboxilo terminal de la Triosafosfato isomerasa 

de Trypanosoma brucei  por la equivalente de Trypanosoma cruzi,  es probable 

que el patrón de plegamiento de Tb TIM cambie de irreversible a reversible.   

 

 



Capítulo IV 
 

OBJETIVOS. 

 

 

1.  Objetivo general. 

  Construcción de una mutante de triosafosfato isomerasa que contiene del 

aminoácido 1-173 Trypanosoma brucei  y del 174-250 Trypanosoma cruzi, para 

estudiar el papel de la región carboxilo terminal en la reversibilidad del 

plegamiento de Tb TIM.   

 

 

2.  Objetivos particulares. 

 Diseño de protocolo y construcción de la proteína quimera mutante de 

triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei y  Trypanosoma cruzi. 

 Llevar a cabo la clonación, sobreexpresión y  purificación de la proteína 

mutante. 

 Caracterización estructural y funcional de la proteína mutante por 

fluorescencia intrínseca y actividad catalítica  al desnaturalizar con Gdn-

HCl.  

 



Capítulo V 
MÉTODOS. 

 

1.  Construcción de la mutante. 

La construcción de la proteína quimera se llevo a cabo mediante tres 

PRC’s. Para obtener el fragmento de Tb TIM (581 pb) se utilizaron los 

oligonucleótidos  T7 promoter y Rev 180 Tb.  Este fragmento codifica para la 

región N terminal al residuo I173 de Tb TIM (Figura 6. (1)).    

 

Para Tc TIM (267 pb) se utilizaron los oligonucleótidos Fw 180 Tc3 y T7 

terminator, que codifica para la región C terminal (Figura 6. (2)). Una vez 

obtenidos ambos fragmentos, éstos se unieron utilizando los oligonucleótidos 

T7 promoter y T7 terminator como se observa en la figura 6, (3).  

 

Los oligonucleótidos internos Rev 180 Tb de 12 pb (5’-

AATGGCCCAAAC-3’) y Fw 180 Tc3 de 30pb (5’-

GTCATCGCCTACGAACCCGTTTGGGCCATT -3’) se sobrelapan 12 pb. Los 

oligonucléotidos se diseñaron en una región homologa en las secuencias de Tb  

TIM y Tc TIM  

 

Los genes de triosafosfato Isomerasa de Trypanosoma brucei y 

Trypanosoma cruzi se encuentran clonados en el plásmido pet3a, y fueron 

donados por el Dr. Ruy Pérez Montfort del Istituto de Fisiología Celular, 

UNAM y proporcionados por la Doctora Maria Elena Chánez Cárdenas del 

Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía, Manuel Velasco Suárez.  

 

 

 

 



 

Figura 6.  Diseño del protocolo para la construcción  de la mutante G174 – K250, 

utilizando la técnica de PCR.   

 

Para cada reacción de PCR se utilizaron 200 ng de oligonucleótidos,       

1.5 mM de dNTPs y 1.5 de mM MgCl2. Las condiciones de tiempo y 

temperatura, que  se utilizaron para amplificar los fragmentos tanto de  T. brucei  

como el de T. cruzi,  fueron 30 ciclos como se muestra en la Tabla 2: 

Calentar Desnaturalizar  Amplificación   

94.0°C 94.0°C Annealing 72.0 °C 72.0°C  

10:00 min 45 seg 42.0°C 30 seg 10:00 min 4.0°C 

  45 seg    

Tabla. 2.     Programa que se utilizó en el termociclador  para obtener los fragmentos 

de  T. brucei y T. cruzi. 

   



Los fragmentos amplificados  se corrieron un gel de agarosa al 1% (p/v) 

que se tiñó con bromuro de etidio para su detección. El DNA de la banda 

correspondiente a 581 pb de T.brucei y el de 267 pb a T.cruzi, y se purificaron 

posteriormente por medio de un kit de purificación de gel (QIAGEN). 

Con el DNA limpio de las dos reacciones, se realizó la amplificación de 

PCR para unir los fragmentos  de  T.brucei  y T.cruzi  y formar la quimera con un 

peso de 848pb (Figura 6. (3)). Esta reacción se llevó a cabo con y sin 

oligonucleótidos externos (T7 promoter y T7 terminator) y a dos concentraciones 

de MgCl2.  1.5mM y 3.0 mM.  Las condiciones utilizadas para la amplificación 

de la mutante se muestran en la Tabla 3: 

Calentar Desnaturalizar  Amplificación   

94.0°C 94.0°C Annealing 72.0 °C 72.0°C  

10:00 min 45 seg 42.0°C 30 seg 10:00 min 4.0°C 

  45 seg    

Tabla. 3.     Programa del  termociclador   para obtener  a la quimera. 

 

El producto del PCR con oligonucleótidos y  3.0 mM de MgCl2 se purificó  

mediante un kit de purificación de gel (QIAGEN) para corroborar la identidad 

de la quimera y el producto de PCR.  Se digirió  con la enzima  Pst I  resultando  

dos fragmentos de 475 pb y 416 pb; y con la enzima Age I dando como 

resultado dos fragmentos de 630 pb y de 261 pb.     

 

   



2.  Clonación. 

La mutante  se clonó en el vector pGEM-T Easy Vector® y se transformó 

en las células E.coli/TOP10. Posteriormente se digirió al plásmido pGEM-

inserto con la enzima EcoRI  para liberar al inserto de la quimera, dando como 

resultado dos fragmentos de 3015pb y 848pb. El plásmido con el fragmento de 

848pb de la mutante se purificó utilizando un kit de purificación de gel 

(QIAGEN); y se determinó la secuencia para verificar que no hubiera errores en 

la secuencia mutada.  

Para insertar el gen de la Quimera en un plásmido de expresión, se 

realizó una digestión con las enzimas NdeI y BamHI, tanto del pGEM–quimera 

como del plásmido pET 3a. Después de digerir, desfosforilar y correr en un gel 

de agarosa el inserto y el plásmido  se ligaron con la enzima T4 ligasa durante 

toda la noche a 4°C. La reacción de ligación se usó para transformar en células 

E.coli/TOP10, para una mayor eficiencia. 

El análisis de restricción con las enzimas NdeI y BamHI, de cinco 

colonias resultantes de la transformación demostró que cuatro de éstas 

contenían el inserto de la quimera de 848pb. 

Se seleccionó una colonia y se realizó un patrón de restricción. El 

plásmido con el gen de la quimera se usó para transformar a las células E.coli 

BL21(DE3)plysS.  Este plásmido se mandó a secuenciar con los oligonucleótidos 

T7 promoter y T7 terminator, para verificar la secuencia.  

 

   



3.  Crecimiento de células y Sobreexpresión de proteína. 

a) Precultivo.  100 mL de medio Luria-Bertani (LB) con 100 µg mL-1 de 

ampicilina se inocularon  con una colonia fresca de BL21(DE3)plysS pET 

(Mutante G174 – K250) y ampicilina, el cultivo se mantuvo durante toda 

la noche a 37°C con agitación constante (250 rpm). 

 

b) Cultivo. El precultivo se centrifugó durante 10 min a 5000 rpm. Con el 

botón resuspendido en medio LB  se inoculó un litro del mismo medio 

con el antibiótico, agregando poco a poco hasta  alcanzar una densidad 

óptica de A600= 0.1,  se dejó crecer a 37°C con agitación constante hasta 

que alcanzó la fase de crecimiento exponencial en una D.O600= 0.8-1.0 

 

c) Sobreexpresión. La mutante se sobreexpresó agregando el inductor 

isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 

0.4 mM con agitación constante (250 rpm) a 37°C durante toda la noche. 

 

4.   Purificación de la mutante: G174 – K250. 

La purificación se realizó basándose en el protocolo descrito por Borchert 

y col.  (Borchert et al. 1993) con ligeras modificaciones.  

 

a) Cosecha de células. Una vez teniendo  el litro de medio LB con la cepa 

inducida y sobreexpresada se centrifugó durante 10 minutos a 4260 x g a 4°C.   

 

b) Fragmentación de células.  El botón de células se resuspendió en 40 

mL de amortiguador de lisis (Apéndice B). Las células se rompieron en una 

prensa francesa a 1500 psi, a 4°C  y el  lisado  se centrifugó a 17000 xg  por 15 

minutos a 4°C  

 

   



c) El botón resultante  se resuspendió en 20 mL de amortiguador de lisis 

con agitación constante por 30 minutos y se centrifugó a 17000 xg  por 15 

minutos a 4°C.    

 

d) Precipitación con sulfato de amonio.  El sobrenadante obtenido se 

precipitó de 12 a 24 horas con (NH4)2SO4   al 45% de saturación. Se centrifugó a 

17000 xg  por 15 minutos a 4°C.  El sobrenadante se llevó al 65% de saturación 

de  (NH4)2SO4   por 12 horas y se centrifugó en iguales condiciones.      

 

e) Diálisis. El botón obtenido de la centrifugación se disolvió en 2 mL de 

amortiguador A (Apéndice B) y se dializó contra el mismo amortiguador 

realizando dos cambios, de 0.6 L por una hora y 1L por 12 horas.   

 

f)  Cromatografía de intercambio iónico.  La proteína dializada   se pasó 

por una columna de carboximetil sefarosa  (CM)  en un sistema de HPLC  (high 

pressure liquid chromatography)  equilibrada previamente con el amortiguador 

A. La proteína se eluyó con un gradiente de 25-200 mM de NaCl.  

Para las fracciones en las que se evidenció la presencia de la proteína se 

midió la absorbancia a  280 nm y posteriormente se cuantificó la concentración 

de la proteína por medio de la prueba de ácido bicinconínico (BCA Pierce ®) a 

562 nm. Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE al 15% teñido 

con azul de Coomasie. 

Se realizó una segunda  purificación basada en el mismo protocolo 

descrito por Borchert y col. (Borchert et al. 1993) con modificaciones para la 

mutante y para 2L de medio. Se utilizó una columna Superdex 200 se lavó y 

equilibró previamente con amortiguador A sin sal y se eluyó la proteína con el 

mismo amortiguador. Nuevamente la concentración de la proteína se 

determinó por el método (BCA Pierce®) y las fracciones obtenidas se analizaron 

por SDS-PAGE al 12% teñido con azul de Coomasie.   

   



5.  Concentración de proteína.  

La concentración de proteína se determinó por el método del ácido 

bicinconínico (BCA. Pierce®).  Este se basa en la conversión de Cu2+  a  Cu+  en 

condiciones alcalinas. El Cu+ es detectado por la reacción con BCA, 

desarrollándose un color púrpura que puede variar  de intensidad dependiendo 

de la concentración de proteína, en este ensayo la producción de Cu+  es función 

de la cantidad de proteína. Posteriormente las fracciones que contenían a la 

proteína mutante se analizaron por SDS-PAGE al 12% de acrilamida teñido con 

azul de Coomasie. 

 

6.  Determinación de la Actividad Catalítica. 

Para medir la cantidad de gliceraldehído-3-fosfato (GAP) que se 

convierte a dihidroxiacetona fosfato (DHAP) se requiere de un ensayo acoplado 

a otra reacción enzimática, que permita monitorear un cambio en la absorbencia 

contra tiempo (Figura 7).   

 

 

Figura 7.  Reacción acoplada para medir la actividad catalítica de la TIM.              

Donde: NADH nicotinamida adenín dinucleótido reducido,  GAP gliceraldehído 3-

fosfato, DHAP dihidroxiacetona fosfato,  α-GDH  alfa glicerol fosfato deshidrogenasa.  

La actividad catalítica de la enzima  se determinó  a través de la reacción 

acoplada de la TIM por el cambio de absorbencia a 340 nm, resultado de la 

   



oxidación/reducción del NADH/NAD+, donde cada molécula de  DHAP  que 

se forma a partir del GAP  es convertida por la  α-GDH en glicerol 3-P. 

El ensayo se realizó  a 25°C  evaluando el consumo de NADH a 340 nm 

(longitud de onda a la cual absorbe el NADH)  y siguiendo la disminución de la 

absorbencia de 1 mL de mezcla de reacción que contenía amortiguador TED pH 

7.4, GAP 1  mM,  α-GDH  2 µg/ml,  NADH  0.2  mM, y  5 ng/mL de proteína  

(TIM) para determinar la actividad.  La reacción se inició con la adición de la 

TIM a la mezcla. 

A partir de las gráficas de absorbencia contra tiempo la actividad 

específica de la TIM se determinó con la siguiente fórmula: (µmol/min*mg) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

   



7. Caracterización estructural de la quimera al  desnaturalizar con 

clorhidrato de guanidina (Gdn-HCl). 

Se prepararon las muestras de proteína Tc TIM WT y Quimera para la 

desnaturalización de la siguiente manera: 

A.  Muestras de proteína nativa (N):  Se prepararon a una concentración de 150 

µg mL-1 de proteína de Tc TIM WT y la quimera G174 – K250  en amortiguador 

TED pH 7.4,  en un volumen total de 0.5mL.   

B. Muestras de proteína desnaturalizada (D): Se prepararon 0.5 mL de muestra 

de las proteínas Tc TIM WT  y la quimera  G174 – K250 a  5.53 M de Gdn-HCl  y 

150 µg mL-1 de proteína.  

C.  Estudios de Fluorescencia intrínseca: Una vez equilibradas las muestras, se 

cuantificaron los espectros de fluorescencia de las mismas a 280 y 295 nm de 

excitación, se obtuvieron en un fluorómetro Olis Slit= 0.5nm. Se prepararon las 

muestras para la renaturalización termoreguladas a 25°C, para determinar si la 

proteína es capaz de regresar a su estado nativo después de ser 

desnaturalizada.  

D.   Muestras de proteína renaturalizada (R): Generalmente, este experimento 

se realiza con una concentración de 6 M de Gdn-HCl, pero como la mutante no 

estaba muy concentrada se modificó la concentración del desnaturalizante a 

5.53 M, se tomó el volumen necesario de las muestras de proteína 

desnaturalizada tal que la concentración de éstas quedó a 2.7 µg mL-1 de Tc TIM 

y la quimera,  se utilizó amortiguador TED pH 7.4 para aforar un volumen de 

1mL para que la concentración final de Gdn-HCl fuera de 0.1 M.    

Muestras de proteína diluida (Dil): A partir de una concentración de 5.53 M de Gdn-

HCl y150 µg mL-1 de proteína se diluyeron las muestras a un volumen final  de 1 mL de 

TED pH 7.4 y una concentración final de 2.7 µg mL-1 de Tc TIM y quimera y 0.1 M de 

Gdn-HCl.    

   



Capítulo VI. 

  RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 

1. Diseño y construcción de la mutante. 

La estructura tridimensional de la TIM de Trypanosoma brucei y 

Trypanosoma cruzi es muy parecida, presentan un 74% de identidad en su 

estructura primaria con sólo un 13% de cambios no conservativos, es decir, son 

casi idénticas.  Por lo que el diseño para la construcción de la quimera se basó 

principalmente en una región de las secuencias de Tb TIM y de Tc TIM  que va 

de los aminoácidos 187 al 280. En esta región  existe un número considerable de 

cambios tanto conservativos (9), como no conservativos (8), dando un total de 

17 cambios.  Como Tb TIM tiene un patrón de plegamiento irreversible, se 

decidió intercambiar esta región por su homóloga de Tc TIM que tiene un 

patrón de plegamiento reversible.  La  sustitución  del carboxilo terminal de la 

TIM de Trypanosoma brucei  por la de Trypanosoma cruzi se llevó a cabo 

utilizando la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (ver Apéndice I-1), 

PCR por su nombre en inglés.  

 

La mutación de la proteína es en el aminoácido G-174, y a partir del 

aminoácido 187 y hasta el 250. En la figura 8 se puede apreciar que a partir del 

aminoácido 163 y hasta el 187 se encuentra una región perfectamente 

conservada en ambas secuencias Esto permitió diseñar los oligonucleótidos en 

esta región  para asegurar que el  apareamiento de bases fuera más específico.  

 

La región que codifica para los oligonucleótidos internos que se 

diseñaron se muestran en la figura 8. En amarillo se encuentra el 

oligonucleótido Rev 180 Tb (12 pb) para obtener el fragmento de Tb TIM, para 

el fragmento de Tc TIM  se diseñó un oligonucleótido más grande, Fw 180 Tc-3 

(30 pb) para asegurar el sobrelapamiento de las dos secuencias y poder formar  



así a la quimera. Éste oligonucleótido se representa con la sección verde más la 

amarilla en la figura 8. Ambos cebadores se diseñaron y se sintetizaron con base 

en la secuencia de nucleótidos de Tb TIM. 

 

 

Figura. 8.  Alineación de las secuencias de Tb TIM y Tc  TIM en donde se muestran los 

fragmentos que componen a la quimera y la región en donde codifican los 

oligonucleótidos que se diseñaron.  Remarcado con azul el fragmento correspondiente 

a Tb TIM y en amarillo el oligonucléotido Rev 180 Tb, En la secuencia de Tc TIM la 

región remarcada en verde más la amarilla es la correspondiente al oligonucleótido Fw 

180 Tc-3  y  remarcado en rojo se encuentra el fragmento correspondiente a Tc TIM. 

 

En el caso de los oligonucleótidos externos T7 promoter y T7 terminator el 

sitio de unión de éstos se encuentra dentro de la secuencia del vector pET-3a 

(Figura. 9).  A los extremos se encuentra la región de corte de las enzimas de 

restricción que liberan,  NdeI del lado del promotor, y el sitio de BamHI del 

lado del terminador.  Estos sitios flanquean la secuencia del gen que se inserta 

   



en el plásmido. Cuando se sintetiza una reacción de PCR con los 

oligonucleótidos externos se amplifica la región que contiene el sitio de 

restricción de las enzimas así como la del DNA insertado al vector.  

 

 

Figura. 9.  Representación del vector pET-3a  donde se muestra el sitio de unión de los 

oligonucleótidos T7 promoter y T7 terminator (....), además de los sitios de restricción 

para las enzimas Nde I y BamH I (|) y la región del inserto (- - -). 

 

Como se mencionó en el capítulo de métodos, la construcción de la 

quimera se llevó a cabo utilizando las secuencias de nucleótidos de la TIM de 

Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi, utilizando la técnica de PCR (ver 

Apéndice I-1) para amplificar los fragmentos y posteriormente unirlos para 

formar la mutante.   

Los fragmentos de  T. brucei (581 pb) y T. cruzi (267 pb)  se amplificaron 

utilizando una temperatura de alineamiento de 42 °C  y una concentración de 

1.5 mM de MgCl2   

Una vez teniendo los fragmentos limpios tanto de  Trypanosoma brucei  y 

Trypanosoma cruzi  se  realizó la amplificación de la quimera  de 848 pb, a  40°C, 

probando diferentes condiciones: (1) con y sin oligonucleótidos y (2) un par de 

concentraciones de MgCl2, (3) además se cambió el programa del termociclador 

para la amplificación (Tabla. 3).  Esto último debido a que se intentó amplificar 

a la mutante  con el mismo programa con el que se obtuvieron los fragmentos 

   



de T. brucei y T. cruzi y no se obtenía la amplificación la quimera de manera 

satisfactoria, por lo que se  alargó el de extensión de 30 seg a 1:30 seg.  

 

Figura.10.  Amplificación de la quimera de 891 pb.  

Gel de agarosa al  1%  teñido con bromuro de etidio, donde se muestra la amplificación 

de la mutante a 40ªC, carril 1 marcador molecular 100 pb, carriles 2 y 3 reacción de 

amplificación con oligonucleótidos, carriles 4 y 5  reacción de amplificación sin 

oligonucleótidos. Carriles 2 y 4 amplificación con  1.5 mM de MgCl2.  Carriles 3 y 5 

amplificación con  3.0 mM de MgCl2 

 

En el gel se pueden apreciar las bandas de los fragmentos de Tb y Tc 

además de la banda correspondiente a la quimera amplificada.  Las condiciones 

en las que se amplificó mejor la quimera fue con los oligonucleótidos externos                

T7 promoter y T7 terminator, con 3.0 mM de MgCl2 se obtuvo una mayor 

concentración de quimera. Por otro lado, para las reacciones sin 

oligonucleótidos,  se logró amplificar la mutante,  sin embargo el rendimiento 

fue muy bajo en estas reacciones. Por lo que se decidió trabajar solamente con 

quimera del carril 3. (ver Figura.10.)  

Con la mutante una vez limpia por medio de un kit de purificación de 

gel (QIAGEN),  se realizó un análisis de restricción de la misma con las enzimas 

Pst I y Age I (Figura 11),  resultando dos fragmentos para cada corte: 475 pb y 

416 pb para la enzima Pst I, mientras que para Age I 630 pb y 261 pb,  estrategia 

que nos ayudó a verificar que la construcción era correcta.  Se utilizaron estas 

   



enzimas de restricción ya que sólo cortan una vez en la secuencia de DNA de la 

quimera y son específicas para el sitio de corte. PstI corta una vez en el gen de 

Tb TIM, mientras que AgeI corta una vez en el gen de Tc TIM. Por lo que la 

quimera tiene un sitio de corte que genera los fragmento mencionados 

anteriormente. 

 

Figura.11.  Digestión  de la quimera. Carril 1, marcador molecular 100pb. Carril 

2, quimera digerida con la enzima Pst I.  Carril 3, digestión con la enzima Age I. 

 

 

   



2.   Clonación. 

El inserto o gen quimérico se clonó en el vector pGEM-T Easy Vector®  y 

se transformó en células quimiocompetentes  de E.coli/TOP10  utilizando dos 

diferentes proporciones entre el plásmido  e inserto así como  un control sin 

inserto.    

Se obtuvieron 3 colonias transformadas. Se creció un precultivo para 

purificar el plásmido.  A este DNA se le realizó un patrón de restricción con la 

enzima EcoRI para liberar al fragmento de la quimera, y revisar el peso 

molecular de éste;  resultando dos fragmento de 3015pb  y 848pb.   

 

Figura.12.  Clonación de la quimera de 848 pb en el plásmido pGEM Easy Vector®.     

Gel de agarosa  al  1%  teñido con bromuro de etidio, donde se  muestra en el carril 1 el 

marcador molecular 100 pb plus. En  los carriles 2, 4 y 6 se muestran el DNA de las 

colonias seleccionadas sin digerir. En los carriles 3, 5 y 7 las mismas muestras digeridas 

con la enzima de restricción Eco RI. 

 

En el gel de la clonación de la quimera (Figura.12.) se puede apreciar que  

dos de las tres colonias que se seleccionaron  (carriles 3 y 4) tienen a la quimera,  

ya que se presenta una banda que tiene un peso molecular de alrededor de  900 

pb,    mientras que la colonia  del carril 7 muestra una banda  por debajo de los 

900 pb, lo que  indica  que no es la mutante deseada. 

   



Se eligió una muestra para mandar a secuenciar el DNA con los 

oligonucleótidos T7 promoter y T7 terminator.  Con la secuenciación se confirmó 

la existencia de la quimera. Una vez analizada y confirmada la existencia de la 

quimera,  se  liberó a la mutante del plásmido de clonación  (pGEM-T Easy 

Vector®) por medio de la digestión  con las enzimas NdeI y Bam HI, y 

posteriormente se insertó en el plásmido de sobreexpresión pET-3a digerido 

con las mismas enzimas. Se llevó a cabo la reacción de ligación y la 

transformación de las células competentes TOP 10 a través de la transformación 

por choque térmico.  

Con la mutante insertada en el vector  pET 3a,  se mandó nuevamente a 

secuenciar con los mismos oligonucleótidos,  para  confirmar la existencia de la 

quimera,  ésta vez se obtuvo la secuencia con los dos oligonucleótidos (T7 

promoter y T7 terminator) y de esta forma se logró  confirmar que la secuencia 

de la quimera G174 – K250 es correcta y contiene a la mutación en el sitio 

indicado. El DNA de pET 3a – quimera se purificó para transformar la cepa de 

expresión BL21 (DE3) pLys S. 

 En la figura 13  se pueden observar las secuencias alineadas de  Tb TIM, 

la Quimera y Tc TIM.  La quimera está formada  por la secuencia de T.brucei del 

aminoácido 1 al 173  y por T.cruzi  a partir del aminoácido 174 hasta el 250. 

 

   



 

Figura.13.  Alineamiento de las secuencias de Tb TIM y Tc TIM con la  secuenciación 

de la mutante.  Se muestra la región de la mutación del carboxilo Terminal  a partir del 

sitio de corte en el aminoácido G-174 los aminoácidos aromáticos existentes en éste 

región y los aminoácidos  del sitio catalítico K, H y E se encuentran subrayados. 

 

Dentro de la región carboxilo terminal que se mutó no existen 

aminoácidos del sitio catalítico,  mismos que se encuentran  subrayados en el 

alineamiento de la figura 13, pero  existen  cinco aminoácidos aromáticos: 

fenilalaninas 232 y 243, tirosinas 211 y 224 y triptófano 194, que contribuyen 

para poder seguir el plegamiento/desplegamiento de la proteína por medio de 

la fluorescencia.  

En cuanto a la estructura tridimensional de la zona mutada, se 

encuentran dos hojas β y cinco α- hélices unidas entre sí por asas, como  se 

puede ver en la figura 14.  La región mutada se compone del α-hélice del loop 6, 

todo el loop 7 y e loop 8 que forman el barril (α/ β)8 de la TIM.  

   



 

Figura. 14.   Representación tridimensional del carboxilo terminal de la mutante         

G174 – K250 

 

3.   Crecimiento de células y Sobreexpresión de proteína. 

La quimera G174 – K250 fue sobreexpresada en células BL21 (DE3) 

pLysS.  Se hizo un precultivo inoculado  con una colonia fresca que contenía a 

la mutante y se dejó  crecer durante la noche. Con éste se inoculó el medio hasta 

alcanzar una densidad óptica de 0.1, se dejó crecer hasta que alcanzó la fase de 

crecimiento exponencial con una densidad óptica de 0.8-1.0. Se indujo la 

sobreexpresión de la  TIM  agregando  IPTG, induciendo la trascripción de la T7 

RNA polimerasa.  La expresión de la quimera se realizó a 37 °C con agitación 

constante.  

 

Se determinó la densidad óptica del medio sin inducir y del medio con la 

proteína sobreexpresada  para poder  determinar  el volumen de muestra que se 

sometió al gel,  las muestras 1X corresponden al volumen de medio requerido 

para tener una D.O= 0.025, y las muestras 2X para tener una D.O= 0.05.  Esto 

con el fin de asegurar que se agregara a cada carril el mismo número de células 

inducidas y no inducidas. 

 

   



Posteriormente se corrió un gel de acrilamida al 12% en condiciones 

desnaturalizantes  y se tiñó con azul de Coomasie (Figura. 15)  para observar la 

sobreexpresión de la TIM antes de empezar la purificación.  El gel se corrió  con 

un marcador de peso molecular, la muestra del medio sin inducir y ya inducido 

con el IPTG  1x  y 2x  además de un  control de Tb TIM pura.   

 

 

Figura. 15. Sobreexpresión de la mutante G174 – K250.   Gel  de  acrilamida al 12% 

teñido con azul de Coomasie, en el carril 1 el marcador de peso molecular,   en 2 y 5  

cultivo sin inducir (1X y 2x respectivamente),  3 y 6  cultivo inducido con IPTG 100 a 

0.4 mM (1X y 2x respectivamente). Carril 7 control  (Tb TIM pura). 

 

Como se puede observar en la figura 14, existe una pequeña 

sobreexpresión basal de TIM, sin embargo, es mayor después de inducir con 

IPTG. 

 

 

 

 

   



4.   Purificación de la mutante. G174 – K250. 

Las purificaciones de la proteína  G174 – K250 se realizaron de acuerdo al 

protocolo de  reportado  para la enzima silvestre de  Tb TIM por Borchert y 

colaboradores (Borchert et.al. 1993), ya que la mutante tiene un porcentaje 

mayor de identidad con Tb TIM.     

Se utilizó una columna de intercambio iónico carboximetil sefarosa. La 

proteína posee una carga positiva a pH 8 y la columna una carga negativa que 

hace que la TIM se una a ésta última. La proteína se despega de la columna 

utilizando  cloruro de sodio (NaCl) en el amortiguador. 

En una primera purificación se siguió el mismo protocolo de purificación 

reportado para Tb TIM WT y partiendo de un litro de cultivo con la cepa 

inducida y sobreexpresada.  La concentración de la proteína se determinó por el 

método del ácido bicinconínico (BCA Pierce®) y la pureza de la proteína se 

determinó  por medio de geles desnaturalizantes de poliacrilamida.    

Al revisar el gel de acrilamida y la concentración de diferentes fracciones,  

dedujimos que la proteína se encontraba dispersa por todas las fracciones,  por 

lo que la proteína no se unió a la columna  por la concentración de sal del 

amortiguador  (50mM NaCl) con el que se lavó  y equilibró la columna y por lo 

tanto la concentración  de las fracciones era muy baja y no se observaban 

significativamente en el gel. 

   



 

Figura. 16. Gráfica de la absorbancias a 280 nm de las fracciones de la primera 

purificación. 

 

En la figura 16, se puede apreciar la absorbancia a 280nm de las 

fracciones obtenidas, existen picos de absorbancia en las fracciones 1 - 23  y en 

las fracciones 37 – 50 de la purificación, esto indica que la proteína no se pegó a 

la columna de purificación, por lo que la TIM se encuentra distribuida a lo largo 

de todas las fracciones.  Posteriormente, las fracciones se corrieron en un gel de 

acrilamida y se observó que la proteína estaba  muy diluida puesto que no se 

alcanzaba a percibir la banda de la TIM. 

 

A partir de los datos obtenidos se decidió realizar una nueva  

purificación pero ahora partiendo de dos litros de cultivo. Y modificando el 

protocolo de purificación para asegurar que la proteína se pegara a la columna. 

 

 

   



  

Purificación  I. 

 

Purificación II. 

Cultivo inducido y 

sobreexpresado. 

 

1 L. 

 

2 L. 

Amortiguador de lisis. 200 mM  NaCl. 0 nM NaCl. 

Amortiguador A. 50 mM NaCl. 0 nM NaCl. 

Elusión de proteína. 200 mM NaCl. 200 mM NaCl. 

Volumen de  Elusión. 1 mL. 3 mL. 

Columna. CM sepharose. CM sepharose.  

Equipo utilizado. HPLC. FPLC. 

Tabla 4.  Tabla comparativa de las dos purificaciones que se realizaron.   

 

En la segunda purificación se decidió utilizar un amortiguador sin NaCl, 

hasta el momento de eluir la proteína, y de esta manera asegurar que la 

proteína se uniera eficientemente a la columna y saliera concentrada la TIM. El 

cromatograma resultante mostró dos picos, el primero de las fracciones 2 a la 5, 

y el segundo de las fracciones 6 a la 10.  Se analizaron las fracciones de los dos 

picos cuantificando la concentración de la proteína  por el método del ácido 

bicinconínico (BCA. Pierce®) y posteriormente las fracciones de se analizaron 

con geles desnaturalizantes de acrilamida al 12% teñidos con azul de Coomasie, 

corriendo un control de TIM pura.   

Con el gel de la segunda purificación se  verificó que las fracciones del 

segundo pico son las que contenían a la  mutante G174-K250. También se 

observó una banda de contaminación de menor tamaño,  por lo que se decidió 

pasar a la TIM por una columna de  filtración en gel Sephadex 200,  para de esta 

manera quitar la banda contaminante (Figura 17).  

   



En el cromatograma de la columna de filtración en gel Sephadex 200 se 

observó un solo pico en las fracciones  14 a la 19.  Las fracciones resultantes se 

analizaron cuantificando la concentración de la proteína y con geles 

desnaturalizantes de acrilamida al 12% teñidos con azul de Coomasie. La 

concentración final de la proteína fue de 480 µg/mL  y se obtuvieron 2 mL 

totales,  que se muestran en el gel  de la figura 17 en los carriles 6 y 7. 

  

Figura. 17.   Gel acrilamida al 12% teñido con azul de Coomasie de la  purificación II  

de la columna de filtración en gel  Sephadex 200, en el carril 1 muestra el control de 

Tb TIM pura, en los carriles 2 – 10 se muestran las fracciones 11 a la 19 

respectivamente.  

 

5.  Experimentos de desnaturalización de la Quimera G174 – K250 

con Gdn-HCl . 

Intensidad de Fluorescencia. 

Las enzimas Tc TIM y Tb TIM WT y la mutante se desnaturalizaron 

incubando por una hora en 5.53 M de hidrocloruro de guanidina, aunque 

generalmente los experimentos de desnaturalización se realizan incubando a la 

enzima en 6 M de Gdn-HCl. En nuestro caso fue necesario incubarla en 5.53 M 

debido a  que la proteína mutante  no estaba muy concentrada (480 µg/mL).  

 

   



Para seguir la desnaturalización de la Quimera se midió  el cambio en la 

fluorescencia intrínseca a una longitud de onda de excitación de 280 nm y 295 

nm.  La concentración  de  las enzimas fue de 150  µg/mL.   
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Figura. 18. Espectros de intensidad de fluorescencia para la desnaturalización  de la   

Tc TIM WT y la Quimera. 

Espectros de Tc TIM WT A y B. Espectros de de la Quimera C y D   Espectros 

obtenidos  a una longitud de onda de excitación de 280 nm  Espectros obtenidos  a 

una longitud de onda de excitación de 295 nm.  Los espectros de fluorescencia A y C se 

obtuvieron a 150 µg/mL  de TIM en TED 20/1/1 pH 7  y  con espectros B y D  con 5.53 

M de GdnHCl.         

 

   



En la figura 18 se muestran los espectros de desnaturalización para las 

enzimas Tc TIM WT y la quimera nativa y desnaturalizada.  Se puede observar 

que los espectros a 280 nm y 295 nm siguen el mismo patrón de cambios en 

fluorescencia. 

 

Los datos de  intensidad de fluorescencia obtenidos  se normalizaron  y 

obtuvieron los porcentajes para ajustar los espectros de fluorescencia de la 

enzima WT y de la quimera. 
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Figura. 19. Espectros de intensidad de fluorescencia normalizados para la 

desnaturalización de la   Tc TIM WT y la Quimera. 

Espectros de proteínas nativas A y Espectros de proteínas desnaturalizadas B. Espectro  

de la quimera con excitación a 280 nm  Espectro de la quimera con excitación a 295 

nm.  ▲ Espectro de Tc TIM WT  con excitación a 280 nm. ▼ Espectro de Tc TIM WT  

con excitación a 295 nm.      

 

De acuerdo a los espectros de la figura 19 con los datos normalizados,  se 

puede ver que para los espectros de las enzimas desnaturalizadas,  el máximo 

se recorre de 325 nm  de las enzimas nativas,  a 345 nm. 

 

 

 

   



Renaturalización. 
 

Al eliminar los agentes que causan la desnaturalización, la proteína 

recupera su conformación original (Nativa),  a este fenómeno se le conoce como 

renaturalización.  Este estudio permite determinar la actividad catalítica de 

cada una de las muestras, ya que es necesario determinar si la proteína es capaz 

de regresar a su estado nativo completamente después de ser desnaturalizada, 

con el fin de determinar si el proceso es o no reversible.  Después de 24 horas de 

la dilución del desnaturalizante con amortiguador TED pH 7.4 a 25°C se 

determinó la actividad catalítica de las muestras con 5 ng de proteína (nativa y 

renaturalizada), así como los espectros de fluorescencia intrínseca  a  una 

longitud de excitación de  280 y 295 nm.   
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Figura. 20.   Renaturalización de la mutante 180 Tb-Tc 

Espectros de la quimera sin normalizar los resultados A y B. Espectros de la quimera 

con los datos normalizados C y D.  Espectros de la quimera tomados a 280 nm de 

   



excitación Ay C. Espectros de la quimera  tomados a 295 nm de excitación B y D.  

Quimera nativa (N)     Quimera  renaturalizada (R)  

 

 

Con los espectros de renaturalización de la figura 20, se puede observar 

que la proteína tiene el mismo patrón de cambios en fluorescencia después de la 

desnaturalización, ya que los espectros de la enzima nativa y renaturalizada son 

similares.  

 

El máximo de intensidad de fluorescencia (IF) de la proteína mutante 

está en 325 nm. Después de desnaturalizar con 5.53 Gdn-HCl y renaturalizar 

con 0.1 M de desnaturalizante residual, se observa que la enzima tiene su  

longitud de onda máxima de la proteína nativa, por lo que se considera que la 

enzima es reversible en cuanto a estructura. 

 

Los resultados obtenidos para la desnaturalización con Gdn-HCl  de la 

mutante de Tc y Tb TIM, así como los resultados obtenidos para la 

renaturalización de las mismas enzimas se muestran en la tabla  5.  

 

   



   



Estado Nativo.   

A partir de los espectros de fluorescencia y de los datos obtenidos de la 

tabla 5, sabemos que la quimera presenta características fluorescentes  similares 

a Tc TIM., Esto nos indica además que la posición de los fluoróforos, y 

particularmente los triptófanos, se encuentran conservados en estructura 

primaria y en estructura  terciaria. 

 

Estado desnaturalizado.  

Los valores de longitud de onda máxima de 345 nm,  para la mutante y 

para Tc TIM (Figura 18), indican que los residuos fluorescentes se encuentran 

totalmente expuestos al solvente por efecto de la concentración 5.53 M de Gdn-

HCl y por lo tanto  se encuentran en estado desplegado (U).     

 

Renaturalización.  

Después de diluir el desnaturalizante e inducir la reactivación de la 

mutante G174-K250 incubando a 25 ˚C durante 24 hrs. Se obtuvo un espectro de 

fluorescencia casi idéntico al de la enzima nativa, con un máximo de longitud 

de onda de 325 nm (igual al de el estado nativo). Incluso cuando se excita sólo a 

los triptófanos a 295 nm la mutante presenta un máximo de longitud de onda 

también igual al del estado nativo (327.50 nm) Figura 20.  

 

Este comportamiento se confirma con el valor de CME, ya que el valor a 

295 nm obtenido en la renaturalización es muy similar al del estado nativo. Esto 

indica que en el proceso de renaturalización, la TIM mutante adquiere su 

estructura tridimensional inicial, donde los triptófanos y los demás residuos de 

aminoácidos que conforman la secuencia primaria, están adquiriendo la 

posición en la cual se encuentran el estado nativo y que probablemente se están 

llevando a cabo las interacciones intramoleculares necesarias para que la 

enzima adquiera la estructura tridimensional que presenta en su estado nativo. 

 

   



Después de la renaturalización Tb TIM WT sólo recupera un 64.5% de la 

IF, mientras que  Tc TIM recupera  92% y la quimera 94.61%. En cuanto a la 

actividad catalítica, Tb TIM recupera el 65% de la actividad de la proteína 

nativa, mientras que Tc TIM recupera 90% y finalmente la quimera tiene una 

recuperación del 97.44% de la actividad catalítica que es mayor que las enzimas 

WT. 

 

Lo anterior sugiere que mutante G174-K250 tiene una reversibilidad de 

plegamiento de casi 100%. Este dato se confirma al evaluar la actividad 

catalítica. Los resultados obtenidos para la actividad específica del estado 

nativo y renaturalizado indican que la TIM mutante tiene 97.44% de 

reversibilidad con respecto a su estado nativo, mientras que Tb TIM recupera el 

65% de su actividad y Tc TIM recupera 90%.  

 
Con el cambio en el carboxilo terminal, la mutante adquiere 

características de la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi, ya que al 

comparar los espectros de fluorescencia y los datos de 

desnaturalización/renaturalización seguido por fluorescencia intrínseca y la 

actividad catalítica los resultados obtenidos reflejan que la mutante se asemeja 

más al comportamiento de Tc TIM.   

 

Finalmente, con el cambio en esta región se puede observar que  los 

residuos de aminoácidos regresan a su posición original al replegarse, por la 

recuperación en la posición de los fluoróforos intrínsecos y la recuperación de la 

estructura.  De acuerdo a la actividad catalítica cuantificada al replegar a la 

mutante se  puede  asegurar  que el plegamiento de la mutante (G174 – K250), 

es reversible.  Por lo que se puede pensar  que es posible que la región del 

carboxilo terminal esté relacionada con la irreversibilidad de la Triosafosfato 

isomerasa de Trypanosoma brucei. 

 
 
  

   



Capítulo  VII. 

CONCLUSIONES. 

 

 
 El diseño de los oligonucleótidos  fue exitoso,  ya que éstos se unieron 

específicamente en la secuencia de ADN tanto de Tb como de Tc.   

 

 Se realizó el diseño, construcción, clonación y sobreexpresión de la 

quimera.  

 

  Se cambió el carboxilo terminal de la triosafosfato isomerasa de 

Trypanosoma brucei por el de Trypanosoma cruzi.  

 

  Se obtuvo la sobreexpresión de la quimera en el sistema pET 3a.  

 

  La quimera se purificó eficientemente, utilizando el método de Borchert 

y colaboradores(1993) con modificaciones en la concentración del NaCl.  

 

 La quimera nativa se caracterizó por fluorescencia y por actividad. 

  

 Los resultados de reversibilidad indican que los aminoácidos de la 

quimera regresan a su posición original  y la proteína conserva su 

actividad catalítica. 

 

 Dada la irreversibilidad de Tb TIM, los resultados obtenidos en este 

trabajo indican que se puede proponer que la región carboxilo terminal 

de esta mutante  juegue un papel importante en la irreversibilidad de la  

proteína  triosafosfato isomerasa de  Trypanosoma brucei.  



 

Capítulo  VIII. 

PERSPECTIVAS. 

 

 Estandarizar el método de  purificación de la mutante para   obtener una 

mayor concentración de proteína y mayor grado de pureza.  

 

 Caracterización  bioquímica de la mutante:  cinética enzimática y agentes 

derivatizantes de cisteínas   

 

 Continuar con la caracterización del desplegamiento/replegamiento de 

la mutante, seguida por dicroísmo circular, fluorescencia y  actividad 

catalítica utilizando diferentes desnaturalizantes.  

 

 Cristalizar y difractar a la mutante para conocer su estructura 3D.  

 

 Mutantes puntuales sobre la región para ver el papel  de cada 

aminoácido. 
 

   



Apéndice A. 

1. Reacción en Cadena de la Polimerasa. (PCR) 

En 1986, K. Mullis,  inventó un método para lograr la amplificación in 

vitro de fragmentos de ADN, se denominó de la reacción en cadena de la 

polimerasa, conocida como PCR, siglas provenientes del inglés polymerase chain 

reaction. (Griffiths et.al., 1999).   Esta técnica permite multiplicar ("amplificar" es, 

en realidad, el término que se ha impuesto) pequeñas cantidades de ADN entre 

cientos de miles y millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede 

tener desde cincuenta hasta más de dos mil nucleótidos de longitud.   

 

El método se basa, en su forma más simple en la realización de tres 

reacciones sucesivas llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones 

se repiten cíclicamente entre veinte y cuarenta veces (ver la figura AI). La 

muestra se calienta, en el primer paso, hasta lograr la separación de las dos 

cadenas que constituyen el ADN, hecho que se conoce como desnaturalización. 

En el segundo paso, la temperatura se reduce para permitir la hibridación de 

cada una de dos cadenas cortas de nucleótidos (oligonucleótidos) con cada una 

de las hebras separadas del ADN molde. Se trata de segmentos de ADN de 

cadena simple, diseñados de manera tal que permiten definir los límites del 

tramo de ADN que se desea replicar. Obviamente, para que se pueda producir 

la hibridación, cada uno de estos iniciadores, a los que se denomina 

oligonucleótidos o primers, deben ser complementarios del tramo al que tienen 

que unirse en las cadenas separadas del ADN molde.  En tercer lugar, una 

enzima ADN polimerasa extiende los primers, en el espacio comprendido entre 

ambos, sintetizando las secuencias complementarias de las hebras del ADN 

molde. Para ello, la ADN polimerasa usa desoxidonucleótidos trifosfato 

(dNTPs) agregados a la mezcla de reacción. La temperatura a la que se realiza el 

tercer paso está condicionada por aquélla a la cual trabaja la enzima ADN 

polimerasa. Al cabo del primer ciclo de tres reacciones (desnaturalización, 

hibridación, extensión) el tramo de ADN elegido se ha duplicado y el doble de 



su cantidad original se encuentra disponible para ser nuevamente replicado en 

un segundo ciclo. El resultado de la aplicación de numerosos ciclos en cadena 

da lugar a la amplificación del segmento de ADN delimitado por los oligos o 

cebadores.  
 
 
 

 
 

Figura. AI.  Para lograr la amplificación de un tramo de ADN, cada ciclo de la técnica 

PCR incluye tres etapas: a) desnaturalización, durante la cual se separan las dos hebras 

constituyentes del ADN; b) apareamiento de los "iniciadores" o primers del tramo a 

replicar; c) extensión de las cadenas de primers gracias a la acción de una enzima ADN 

polimerasa. La repetición de los ciclos permite multiplicar los tramos de ADN elegidos. 

 

 

Para replicar el ADN, la técnica PCR hizo uso, en un principio, de la 

ADN polimerasa de la bacteria Escherichia coli. Pero esta enzima resulta 

inactivada debido a la alta temperatura requerida para desnaturalizar la doble 

cadena del ADN, por lo cual debía agregarse enzima fresca al comenzar el 

tercer paso de cada ciclo. Este inconveniente fue solucionado de manera 

ingeniosa cuando se la reemplazó por su equivalente de la bacteria "termófila" 

Thermus aquaticus. (MullisK. B.,1990). La ADN polimerasa de este microorganismo, 

denominada Taq polimerasa, actúa eficientemente entre los 75° C y los 80° C y 

resiste más de dos horas a 93° C. De esta manera es posible mezclar todos los 

componentes de la PCR al comenzar el primer ciclo y la reacción en cadena 

puede llevarse a cabo mediante equipos automatizados que realizarán los ciclos 

térmicos programados. Una vez finalizada la reacción se habrá logrado fabricar, 

en pocas horas, gran cantidad de un fragmento génico con un alto grado de 

pureza.  Por otra parte, la técnica PCR es el método de detección de secuencias 

   



de ADN más  sensible conocido hasta la fecha: mediante ella resulta posible 

identificar un gen a partir de un solo cabello, una célula somática o un 

espermatozoide. Es por lo tanto, un instrumento extremadamente valioso para 

establecer, por ejemplo, lazos de parentesco.  

   



2. Intensidad de Fluorescencia. 

La Fluorescencia es el fenómeno en el cual la absorción de luz de una 

determinada longitud de onda por una molécula fluorescente es seguida por la 

emisión de luz a mayores longitudes de onda por parte de esta molécula. La 

distribución de la intensidad dependiente de la longitud de onda que causa la 

fluorescencia es conocida como espectro de excitación, mientras que la 

distribución de la intensidad dependiente de la longitud de onda de la energía 

emitida es conocida como el espectro de emisión.   

Las proteínas deben su fluorescencia intrínseca a la presencia de 

aminoácidos aromáticos,   de los 20 usualmente hallados en las proteínas 

únicamente son  fluoróforos el triptófano, la tirosina y la fenilalanina , ya que  

son los únicos con niveles de fluorescencia suficientes para ser medidos 

directamente en solución.  En la Figura AII se muestran los espectros de 

absorción y de emisión típicos de estos aminoácidos. 

  

La fluorescencia es muy sensible al ambiente del fluoróforo y, por tanto, 

los varios parámetros cuantificables (espectros de emisión y excitación, la 

intensidad y el tiempo de vida) pueden ser afectados de diferentes formas. Por 

ello, dentro del estudio de las proteínas, la fluorescencia ha sido empleada 

ampliamente para conocer los cambios de estructura y conformación de estas 

biomoléculas. 

Se trata de una técnica no invasiva, ya que la fluorescencia no interfiere 

con la integridad de la muestra. Los niveles de excitación lumínica requeridos 

para generar una señal de fluorescencia son bajos. 

  

 

   



Una proteína puede tener uno o varios  residuos triptófano. Si tiene uno 

o dos se facilita la interpretación de los datos espectrales. El Trp es muy sensible 

al entorno. Es posible observar cambios en los espectros de emisión en 

respuesta a cambios conformacionales, asociación de subunidades, unión de 

sustratos, desnaturalización y cualquier situación que afecte el entorno local del 

anillo indol.  El Trp puede ser excitado selectivamente a 295- 305 nm. (para 

evitar la excitación de la Tirosina) 

 

 

Figura AII. Espectros de a) absorción y b) fluorescencia de los aminoácidos 

fenilalanina, triptófano y tirosina. En b) fenilalanina fue excitado a 240 nm,         

triptófano a 270 nm y tirosina a 260 nm.  Tomada de:  (Martínez,  2004) 

   



Apéndice B. 

 

Reacción de PCR  (50 µL) 

DNA molde (Tb/Tc) 1 µL 

Oligonucleotidos: (200 ng/µL.) 1 µL 

MgCl2 3 µL 

Amortiguador 10x 5 µL 

dNTP´s 0.75 µL 

Taq polimerasa 0.2 µL 

Agua Aforar a 50 µL  

 

Medio  de cultivo Luria-Bertani (LB) 

Peptona 10 gr 

Extracto de levadura 5 gr 

NaCl 10 gr 

Agua Aforar a 1L 

 

Amortiguador de lisis. pH 6.5 

MES 25 mM 

DTT  1 mM 

EDTA 1mM 

PMSF (en 50µl de DMSO) 0.2 mM 

 

 

   



Amortiguador A. pH 8.0 

TEA 100 mM 

NaCl  25 mM 

DTT 1mM 

EDTA 1 mM 

NaN3 1 mM 

 

Gel de agarosa al 1%.  (25 mL) 

Agarosa 0.25 gr 

 Amortiguador  TAE 

50x Tris/Acido acetico/ EDTA 

25 mL 

Bromuro de etidio  2 µL 

 

Gel de acrilamida desnaturalizante a 12% de 1.5mm. 

Reactivo Gel Concentrador Gel Separador 

Acrilamida 30%/bis 0.8% 444 µL 3.0 mL 

 Tris HCl/SDS 4x pH 8.8 - 1.9 mL 

Tris HCl /SDS 4x pH 6.8   300 µL - 

H2O 1 mL 2.5 mL 

Persulfato de amonio 10% 28 µL 112 µL 

TEMED 5 µL 5.0 µL 
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