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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

°C Grados Celsius. 

Å Angstroms. 

ADN Ácido desoxirribonucleico. 

α-GDH α-Glicerolfosfato deshidrogenasa. 

ARN Ácido ribonucleico. 

ASA Área accesible al solvente. 

AvTIM TIM de Azotobacter vinelandii. 

BCA Ácido Bicinconínico. 

BsTIM TIM de Bacillus stearothermophilus. 

CME Centro de masa espectral. 

Cp
exc

 Capacidad calorífica en exceso. 

CpTIM TIM de Clostridium perfringens. 

DC Dicroísmo Circular. 

DHAP Dihidroxiacetona fosfato. 

DrTIM TIM de Deinococcus radiodurans. 

DSC Calorimetría Diferencial de Barrido. 

∆Cp Cambio en la capacidad calorífica a presión constante. 

∆G Cambio en la energía libre de Gibbs. 

∆Gdis Cambio en la energía libre de Gibbs de disociación. 

∆H Cambio en la entalpía. 

∆Hcal Cambio en la entalpía calorimétrica. 

∆HVH Cambio en la entalpía de Van’t Hoff. 

∆S Cambio en la entropía a presión constante. 

EA Energía de activación. 

E. coli Escherichia coli. 

EcTIM TIM de Escherichia coli. 

EhTIM TIM de Entamoeba histolytica. 

ET Estado de transición. 

G3P Gliceraldehído-3-fosfato. 

GdnHCl Hidrocloruro de guanidina. 

GgTIM TIM de Gallus gallus. 

GlTIM TIM de Giardia lamblia. 

GoTIM TIM de Gemmata obscuriglobus. 

HpTIM TIM de Helicobacter pylori. 

HsTIM TIM de Homo sapiens. 

IF Fluorescencia intrínseca. 

IPTG Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido. 

K Kelvin. 
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kcat Constante catalítica. 

 di 

app
 Constante de disociación aparente. 

Keq Constante de equilibrio. 

KM Constante de Michaelis-Menten. 

LB Luria-Bertani. 

λmax Longitud de onda de máxima emisión. 

LdTIM TIM de Leishmania donovani. 

LmTIM TIM de Leishmania mexicana. 

m
≠
 m cinética. 

meq m al equilibrio. 

MmTIM TIM de Moritella marina. 

MtTIM TIM de Mycobacterium tuberculosis. 

NpTIM TIM de Nostoc punctiforme. 

OcTIM TIM de Oryctolagus cuniculus. 

PDB Base de datos de proteínas. 

PfTIM TIM de Plasmodium falciparum. 

PGA Ácido 2-fosfoglicólico. 

PGH Fosfoglicolohidroxamato. 

PM Peso molecular. 

PT Concentración total de proteína. 

PwTIM TIM de Pyrococcus woesei.  

R Constante universal de los gases. 

RmTIM TIM de Rhipicephalus microplus. 

Rs Radio de Stokes. 

ScTIM TIM de Saccharomyces cerevisiae. 

ScoTIM TIM de Streptomyces coelicolor. 

ScrTIM TIM de Sus scrofa. 

SjTIM TIM de Schistosoma japonicum. 

TbTIM TIM de Trypanosoma brucei. 

TcTIM TIM de Trypanosoma cruzi. 

TIM Triosafosfato Isomerasa. 

Tm Temperatura media de desnaturalización. 

TmTIM TIM de Thermotoga maritima. 

TmoTIM TIM de Tenebrio molitor. 

TtxTIM TIM de Thermoproteus tenax. 

TvTIM TIM de Trichomonas vaginalis. 

UA/AU Unidades arbitrarias. 

UVA Absorción de ultravioleta. 

Vmax Velocidad máxima de catálisis.
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RESUMEN 

 

Control cinético y termodinámico en el desplegamiento térmico de la Triosafosfato 
Isomerasa proveniente de especies bacterianas  

 
La Triosafosfato Isomerasa (TIM) es una enzima glucolítica ubicua que cataliza la isomerización 
del gliceraldehído-3-fosfato y la dihidroxiacetona fosfato. Todas las TIMs silvestres estudiadas 
hasta el momento son homooligómeros, en donde cada monómero adopta un plegamiento tipo 
barril (β/α)8. La estructura del barril TIM es conservada entre las especies mientras que el 
mecanismo de plegamiento es dependiente de la secuencia. El  desplegamiento de la TIM, 
principalmente de organismos eucariontes, ha sido estudiado extensivamente. En todas las 
TIMs estudiadas a la fecha, el desplegamiento térmico es un proceso irreversible y/o fuera del 
equilibrio, lo cual ha impedido una caracterización energético-estructural detallada. 
 

En el presente trabajo, estudiamos TIMs pertenecientes a diversos fila bacterianos 
representados por las siguientes especies: Deinococcus radiodurans (DrTIM), Nostoc 
punctiforme (NpTIM), Azotobacter vinelandii (AvTIM), Gemmata obscuriglobus (GoTIM), 
Clostridium perfringens (CpTIM) y Streptomyces coelicolor (ScoTIM). Todas estas enzimas 
fueron expresadas en Escherichia coli y purificadas a homogeneidad, a excepción de AvTIM 
que fue descartada del estudio debido a que la enzima se depositó en cuerpos de inclusión por 
lo que no fue posible purificarla. La actividad enzimática mostró una cinética Michaeliana con 
una eficiencia catalítica similar a la de otras TIMs reportadas. La cromatografía de exclusión 
molecular indicó que todas las TIMs analizadas son diméricas. El espectro de Dicroísmo 
Circular (DC) indicó una composición de estructura secundaria propia de barriles TIM en todas 
las enzimas. El máximo de emisión de los espectros de fluorescencia intrínseca mostró que los 
triptófanos de todas las enzimas estudiadas están en un centro hidrofóbico, indicando el 
correcto plegado de las proteínas.  
 

El desplegamiento térmico se estudió mediante DC y Calorimetría Diferencial de Barrido 
(DSC). El desplegamiento de NpTIM y GoTIM fue irreversible y la Tm se incrementó ≈5 K 
cuando la velocidad de barrido se incrementó de 30 a 180 K hr-1, indicando control cinético, un 
comportamiento comúnmente observado en las TIMs eucariontes previamente estudiadas. El 
valor de la energía de activación se encontró semejante al de otras TIMs analizadas. El estado 
de transición para ambas TIMs es dimérico y muy parecido al nativo en términos de exposición 
al solvente. 
 

De manera sorpresiva, para DrTIM, CpTIM y ScoTIM, el desplegamiento térmico fue 
reversible con una histéresis <1 K entre las trazas de desplegamiento y replegamiento, además 
la ΔTm entre las velocidades de barrido estudiadas fue <1.5 K; todas estas evidencias son 
indicativas de procesos reversibles y al equilibrio, esto es, de control termodinámico, un 
comportamiento nunca antes encontrado para este tipo de enzimas. El valor de ∆G de 
estabilidad a 25 ºC para estas enzimas (≈11, 13 y 9 kcal mol-1, respectivamente), es de 
aproximadamente la mitad del reportado para otras TIMs, resultado que puede indicar un “pago” 
fisicoquímico que otorgan las enzimas por la reversibilidad del desplegamiento térmico. Se 
propone que los orígenes moleculares de esta reversibilidad puedan ser vislumbrados al 
analizar las estructuras tridimensionales determinadas (hasta el momento para CpTIM, clave 
PDB: 4JT1) y a determinar en el futuro. 

 
Los resultados presentados en este trabajo indican que para el miembro fundador de la 

topología de barriles TIM, la secuencia de aminoácidos seleccionada evolutivamente, determina 
si el proceso de plegamiento/desplegamiento está bajo control cinético o termodinámico. 
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ABSTRACT 

 

Kinetic and thermodynamic control in the thermal unfolding of Triosephosphate 
Isomerases belonging to bacterial species 

 
Triosephosphate isomerase (TIM) is a ubiquitous glycolytic enzyme that catalyzes the 
isomerization of glyceraldehyde-3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate. All the wild type 
TIMs so far studied are homooligomers, where each monomer folds in to a (β/α)8  barrel. The 
structure of the TIM barrel is conserved among species, whereas the folding mechanism seems 
to be sequence dependent. The unfolding of several TIMs, mainly of eukaryotic organisms, has 
been extensively studied. In most cases the temperature-induced unfolding is an irreversible 
process and/or out of chemical equilibrium, this has prevented a detailed energetic-structural 
characterization. 
 

Here, we study TIMs belonging to diverse bacterial phyla: Deinococcus radiodurans 
(DrTIM), Nostoc punctiforme (NpTIM), Azotobacter vinelandii (AvTIM), Gemmata obscuriglobus 
(GoTIM), Clostridium perfringens (CpTIM) and Streptomyces coelicolor (ScoTIM). All these TIMs 
were expressed in Escherichia coli and purified to homogeneity, except AvTIM that was 
discarded from the study because the enzyme was deposited in inclusion bodies whence it was 
not possible to purify. Enzymatic activity showed Michaelian kinetics, catalytic efficiency was 
similar to that reported for other TIMs. Size exclusion chromatography indicated that all the TIMs 
are dimeric. Circular Dichroism spectra (CD) indicated content similar of secundary structure to 
other TIM barrels. In all enzymes studied, emission maxima of intrinsic fluorescence spectra 
indicated that tryptophanes are buried in a hydrophobic enviroment, which indicated that 
proteins are correctly folded. 
 

The thermal unfolding was then studied by CD and Differential Scanning Calorimetry 
(DSC). Unfolding of NpTIM and GoTIM was irreversible and Tm increased ≈5 K when the scan 
rate was increased from 30 to 180 K hr-1, indicating kinetic control; a behavior observed in all 
eukaryotic TIMs. The value of activation energy was similar to other TIMs analyzed. The 
transition state for both TIMs is dimeric and very similar to the native structure in terms of solvent 
exposure. 
 

Interestingly, the thermal unfolding of DrTIM, CpTIM and ScoTIM, was reversible with a 
hysteresis <1 K between unfolding and refolding traces. ΔTm among different scan rates tested 
was <1.5 K; all these evidences are indicative of a reversible process and at equilibrium, that is, 
thermodynamic control; a behavior not observed previously for this type of enzymes. The 
stability ΔG values at 25 °C for the e enzyme  (≈ 11, 13 and 9 kcal mol-1, respectively), is 
approximately half of that reported for other TIMs, a result that may indicate a physicochemical 
"fee" that these enzymes pay for their reversible thermal unfolding. We propose that the 
molecular origin of this reversibility will be discovered when we analyze tridimensional structures 
already determined (CpTIM, PDB ID: 4JT1) and which we will to determine in the future. 

 
The results presented in this work indicate that, for the founding member of the TIM 

barrel topology, the evolutionarily-selected aminoacid sequence determines if the 
denaturation/renaturation process is under thermodynamic or kinetic control.  
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INTRODUCCIÓN 

 

"Il faut faire de la vie un rêve et faire d'un rêve une réalité" 

(Hay que hacer de la vida un sueño y de un sueño una realidad)  

Pierre Curie, 1890 

 

l proceso por el cual una cadena polipeptídica alcanza su estructura 

tridimensional, estructura nativa y biológicamente funcional, es posiblemente el 

ejemplo más fundamental de autoensamblaje molecular en un contexto 

biológico. Un conocimiento a profundidad de este proceso es esencial para la 

predicción de la estructura proteica a partir de la secuencia de aminoácidos, el diseño 

de novo de proteínas con propiedades nuevas y útiles, la comprensión de las teorías 

evolutivas y el conocimiento de los orígenes moleculares de muchas enfermedades 

debido al plegamiento anómalo de proteínas (Sanchez-Ruiz, 2011).  

 

El proceso de plegamiento/desplegamiento de una proteína, implica la formación 

y ruptura de numerosas interacciones débiles, no covalentes. Desde una perspectiva 

teórica, el plegamiento de una proteína se concibe como el movimiento de un punto 

representando una conformación en una superficie de energía libre interna frente a los 

grados de libertad conformacional. Dicha energía es un paisaje de alta dimensionalidad 

(correspondiente a las miles de posibles conformaciones) y, en principio, podría ser 

considerablemente rugoso, esto es, con un gran número de mínimos y máximos locales 

(Dill y Chan, 1997). Sin embargo, para las proteínas, se espera que el paisaje 

conformacional tenga la forma general de un embudo con un pequeño grado de 

rugosidad, de tal manera que la proteína sea rápidamente dirigida hacia el fondo del 

embudo (el estado nativo), aunque las moléculas individuales comiencen en diferentes 

lugares en el paisaje y sigan trayectorias distintas para llegar a la parte inferior. En otras 

palabras, un paisaje relativamente suave, evita el plegamiento de una forma aleatoria y 

hace que las proteínas se plieguen en tiempos biológicamente compatibles con la vida 

(Bryngelson et al., 1995). 

 

E 
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Los avances en el estudio de las proteínas, hasta el momento, han permitido 

establecer una conexión entre el paisaje de energía del plegamiento de las proteínas y 

los datos experimentales cinéticos y al equilibrio. El análisis de la estabilidad de una 

proteína permite conocer la energía que diferencia al estado nativo de otras 

conformaciones "no nativas" o desnaturalizadas; conocer esta propiedad de las 

proteínas permite, entre muchas otras cosas, conocer el paisaje conformacional del 

plegamiento de una proteína y saber las barreras energéticas que rigen este proceso 

(Gruebele, 2002). La estabilidad cinética se refiere al hecho de que las funciones 

biológicas de una proteína deben ser mantenidas durante una escala de tiempo 

fisiológica aun si el estado nativo no es termodinámicamente estable con respecto a las 

formas no funcionales (estados desplegados, agregados o proteína proteolizada). Dicha 

estabilidad es requerida en varios casos porque las proteínas a veces trabajan bajo 

condiciones que favorecen las alteraciones irreversibles, por lo que la existencia de 

grandes barreras energéticas que prevengan estas formas no funcionales es un 

mecanismo de selección a través del tiempo. Una estrategia para conocer dichas 

barreras es realizar experimentos de calorimetría diferencial de barrido, que permiten 

describir la energía que rige el proceso y la escala de tiempo en que sucede éste. 

Además, la estabilidad cinética determinada in vitro puede ser un reflejo de la selección 

natural para la estabilidad cinética in vivo, que asegura el correcto funcionamiento de 

las proteínas y la homeostasis celular (Sanchez-Ruiz, 2010).  

 

Sabiendo que las proteínas son componentes esenciales de las células y, de 

hecho, teniendo en cuenta que la vida es un escenario múltiple resultante de la 

actividad de las mismas, no es de extrañar que la variedad de proteínas encontradas 

actualmente, puedan poseer la información necesaria para conocer la historia evolutiva 

que ha permitido el mantenimiento de las muy diversas propiedades fisicoquímicas 

actuales de las proteínas. ¿Cómo han evolucionado las propiedades termodinámicas de 

las proteínas? ¿Existe un orden taxonómico en la diversidad de formas que 

evolucionaron a partir de un ancestro en común? Estas dos cuestiones están en el 

centro de nuestros esfuerzos científicos, sobre el quehacer de los métodos 

bioinformáticos, bioquímicos y de biología estructural actuales. 
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A partir de esta discusión inicial, a lo largo del presente escrito se abordarán más 

ampliamente algunos de los aspectos antes mencionados. Se iniciará con una 

descripción general actual del problema del plegamiento de las proteínas y cómo se ha 

abordado desde un enfoque fisicoquímico y evolutivo. Posteriormente, se describirá a la 

enzima modelo del presente trabajo, la Triosafosfato Isomerasa, una proteína con 

características interesantes que ha ayudado a responder algunas de las preguntas que 

se tienen acerca del plegamiento proteico. Por último, se describirá la relación 

filogenética y taxonómica de los diversos dominios de la vida, enfocando el análisis a un 

dominio en específico, el dominio Bacteria, el cual por su gran diversidad y ancestría, 

genera un elevado interés. En conjunto, se tratará de describir la relación entre las 

propiedades fisicoquímicas de las proteínas, sus mecanismos de plegamiento y su 

evolución.  

 

Plegamiento de las proteínas 

 

El problema del plegamiento de proteínas y los embudos de energía 

 

Las proteínas son las biomoléculas encargadas de un gran número de funciones en las 

células, forman parte de la estructura básica de los tejidos como músculos, cabello, piel, 

mucosas, etc., y desempeñan funciones metabólicas tan diversas dentro y fuera de la 

célula como la asimilación de nutrientes, transporte de moléculas, protección 

inmunitaria, acciones hormonales, almacenamiento y reserva de compuestos químicos, 

reacciones enzimáticas, entre otras. De las proteínas depende en gran parte el buen 

funcionamiento celular, también son los elementos que definen la identidad de los seres 

vivos, pues con ellas se expresa el código genético contenido en el genoma; sus 

funciones junto con el ambiente forman parte del fenotipo de los seres vivos (Voet et al., 

2006; Berg et al., 2002; Mathews et al., 2012;  Pace, 1996). 

 

El que estructuras proteicas complejas se formen espontáneamente en periodos 

cortos de tiempo, es una necesidad evolutiva (Wolynes et al., 1996). El plegamiento es 

el proceso físico mediante el cual las cadenas polipeptídicas adquieren su estructura 

nativa o conformación de mínima energía. La concepción actual del plegamiento se 
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deriva de los estudios realizados por Christian Boehmer Anfinsen a mediados del siglo 

XX, quien a través de experimentos con la ribonucleasa pancreática bovina, estableció 

que la desnaturalización es por lo general un proceso reversible, además de que la 

información necesaria para que una proteína adquiera su conformación nativa se 

encuentra codificada en la secuencia de aminoácidos  (Anfinsen, 1973; Anfinsen et al., 

1961). 

 

En 1969, Cyrus Levinthal mostró que la búsqueda de la estructura nativa a través 

de todo el universo conformacional es prácticamente imposible en un tiempo 

biológicamente relevante. Si suponemos que hay dos conformaciones posibles por 

aminoácido, una proteína de 100 residuos podría adquirir hasta 2100 conformaciones 

diferentes. Si el ir de una conformación a otra tardara un picosegundo, muestrear todo 

el universo conformacional tomaría un tiempo de 1018 segundos, lo que es igual a 1010 

años, mayor que la edad del universo mismo. Esta cifra es completamente irreal en un 

contexto biológico donde el tiempo de plegamiento es del orden de segundos o 

minutos. A esto se le conoce como la paradoja de Levinthal (Bryngelson, 1995). Como 

solución a la paradoja, Levinthal propuso la existencia de vías de plegamiento. Esta 

forma de ver dicho proceso implica que el estado desnaturalizado (formado por un 

conjunto de conformaciones específicas) llega al estado nativo a través de una serie de 

pasos secuenciales (Dill y Chan, 1997).  

 

De los resultados de Anfinsen, se postuló la hipótesis termodinámica donde se 

establece que la estructura tridimensional de una proteína, en su medio fisiológico 

normal, es aquella en la cual la energía libre de Gibbs (función que describe la energía 

del sistema proteína-disolvente) del sistema es menor. Es decir, la conformación está 

determinada por la totalidad de las interacciones interatómicas y, por tanto, por la 

secuencia de aminoácidos, en un medio determinado (Creighton, 1990). 

 

Cada conformación que la proteína puede adoptar tiene asociada una energía 

determinada, al conjunto de las energías correspondientes a todas las conformaciones 

posibles se le conoce como paisaje energético. Actualmente se propone, con base en 

diversos estudios teóricos y experimentales, que el paisaje energético de las proteínas 
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tiene forma de embudo, donde el estado desnaturalizado se compone de todo un 

conjunto de conformaciones de alta energía y entropía. El espacio conformacional se 

reduce conforme la proteína se acerca al estado de menor energía (nativo) en el pico 

del embudo (figura 2). En muchos casos este proceso ocurre in vitro, sin la ayuda de 

otro componente en el sistema, lo que reduce al plegamiento a un problema 

fisicoquímico, gobernado por las diferencias en energía y las barreras cinéticas de los 

estados conformacionales que adopta la cadena en su camino hacia el estado nativo 

(modelo del embudo multiestado-energético) (Goodsell y Olson, 2000; Dill y Chan, 

1997) (figura 1).  

 

Figura 1. Modelo del embudo para el plegamiento de una proteína. Se muestra el estado nativo con el 

mínimo de energía que se alcanza mediante un mecanismo de plegamiento multiestado (empezando con 

distintas moléculas desplegadas y poblando ninguno, uno o más intermediarios en el proceso). El eje 

vertical del embudo (eje Y) representa la suma de las energías libres que estabilizan una cadena 

polipeptídica en una conformación particular. El área lateral de un paisaje de energía (eje X) a una 

profundidad dada (eje Z) representa el número de conformaciones que tiene la cadena polipeptídica con 

esa energía libre (modificado de Dill y Chan, 1997). 

 

El plegamiento sigue siendo un problema abierto. El modelo más comúnmente 

usado para analizar este proceso es el que postula únicamente dos estados (nativo y 

desnaturalizado); sin embargo, la descripción completa del mecanismo de plegamiento 

involucra no sólo el estudio de los estados inicial y final, sino también el de los estados 
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intermedios y de los estados de transición que los conectan. En algunas condiciones, 

es posible observar conformaciones intermedias parcialmente estructuradas. La 

caracterización de estas especies proporciona valiosa información acerca de las vías y 

los mecanismos que dirigen a este proceso (Jaenicke, 1991). 

 

Agentes perturbantes para el estudio del plegamiento de proteínas 

 

El plegamiento de proteínas es muy complejo, para elucidar como ocurre se realizan  

estudios in vitro, in vivo e in silico. En la observación in vivo existen factores auxiliares 

como las chaperonas, que dirigen el proceso a una vía productiva, sin embargo, en 

algunos casos, el plegamiento puede llevarse a cabo sin la necesidad de estos factores, 

hecho  demostrado en los estudios realizados in vitro, los cuales han arrojado una 

amplia fuente de datos que han sido utilizados por los modelos computacionales para 

simular el plegamiento in silico. La meta es poder predecir en un futuro la estructura 

tridimensional de una proteína a partir de su secuencia de aminoácidos (Dobson, 2003). 

 

Para estudiar el plegamiento in vitro de las proteínas, éstas se aíslan de la célula 

que las produce en su estado nativo de modo que el plegamiento de las mismas es un 

proceso que se debe estudiar por medio de reacciones de desnaturalización y 

renaturalización (Mathews et al., 2012). La finalidad de estudiar este proceso, se basa 

en determinar la estabilidad de sus niveles estructurales y la ruta de plegamiento que 

sigue la proteína hasta el estado nativo, necesitando como primera característica para 

su estudio, que el proceso sea 100% reversible (Creighton, 1996; Dill, 1991). Se ha 

observado que, en general, las proteínas pequeñas se desnaturalizan reversiblemente 

mientras que las proteínas de mayor tamaño u oligoméricas lo hacen irreversiblemente 

o son parcialmente reversibles, además de que se agregan o se precipitan antes de que 

la condición desnaturalizante sea modificada a su estado original (Nelson y Cox 2000; 

Garel, 1992).  

 

Entre los agentes más utilizados en la desnaturalización se encuentra el uso de 

variaciones físicas como la temperatura o la presión, o bien, agentes químicos como la 

variación del potencial de hidrógeno (pH) (altera los estados de ionización de las 
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cadenas laterales de aminoácidos produciendo el desplegamiento), desnaturalizantes 

como el hidrocloruro de guanidina (GdnHCl) o la urea (permiten que la solubilidad de 

las cadenas laterales no polares de la proteína se incremente en agua) y detergentes 

como el SDS (interactúan con los residuos no polares de la proteína e interfieren con su 

centro hidrofóbico) (Dobson, 2003; Dill, 1991).  

 

La temperatura como agente desnaturalizante 

 

Al utilizar la temperatura como agente desnaturalizante, aumenta la energía cinética de 

las moléculas con lo que se desorganiza la proteína y se desnaturaliza. Así mismo, un 

aumento de la temperatura destruye las interacciones débiles y desordena la estructura 

de la proteína, de forma que el interior hidrofóbico interacciona con el medio acuoso y 

se produce la desnaturalización y en algunos casos la agregación y precipitación de la 

proteína desnaturalizada (Razvi y Scholtz, 2006; Pain, 2000). 

 

La estabilidad de una proteína es una medida de la energía que diferencia al 

estado nativo de otros estados "no nativos" o desnaturalizados. La estabilidad 

termodinámica se obtiene cuando es posible calcular la diferencia de energía entre el 

estado nativo y el desnaturalizado, para lo cual se requiere la reversibilidad y el  

equilibrio en el proceso de desnaturalización. En cambio, la estabilidad cinética se 

refiere a la capacidad de diferenciar energéticamente la proteína nativa del ET (el 

estado limitante en el proceso de desnaturalización) que da lugar al estado final; este 

tipo de estabilidad es la que se puede determinar en proteínas que se desnaturalizan 

irreversiblemente, aunque también en las proteínas reversibles, puesto que el proceso 

de desnaturalización también presenta un estado limitante (Rees y Robertson, 2001; 

Pain, 2000). 

 

Para describir la dependencia de la estabilidad con respecto a la temperatura, se 

han realizado diversos métodos termodinámicos, la gráfica de Van’t Hoff ha  ido uno de 

los métodos más comunes para analizar la dependencia de una reacción en equilibrio 

con la temperatura (LiCata y Liu, 2011). Una gráfica del ln Keq vs. 1/T genera una línea 

recta con una pendiente determinada por el cambio de entalpía en la reacción (∆H; 
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cantidad de energía que un sistema puede intercambiar con su entorno) y la ordenada 

al origen asociada al cambio de entropía del  i tema (∆S; grado de de orden) (ecuación 

1): 

 

 

 

Al calcular la diferencial de la ecuación de Van’t Hoff que relaciona la 

dependencia de la Keq con re pecto a la temperatura y al aplicar la relación de ∆G = -RT 

ln Keq, se puede obtener la ecuación de Gibbs-Helmholtz, en ambas ecuaciones los 

gráfico   erían lineale   i ∆H y ∆S fueran con tante  con la temperatura (Fer ht, 1999). 

Sin embargo, hace más de cuatro décadas, un número de biofísicos encontraron que 

las interacciones entre macromoléculas biológicas están frecuentemente asociadas con 

los cambios de capacidad calorífica, e to e , ∆S y ∆H no son independientes de la 

temperatura. Además, con el descubrimiento del efecto hidrofóbico y su singular 

dependencia de la temperatura (Kauzmann, 1959; Frank y Evans, 1945), quedó claro 

que el acercamiento inicial de que  ∆Cp = 0, era una representación muy pobre de lo 

que en realidad sucedía en el desplegamiento de las proteínas. Con diversos estudios 

pionero  en el campo de la  proteína ,  e encontró que el ∆Cp de desplegamiento de 

una proteína es grande y positivo, y que dentro del error experimental, éste puede 

tomarse como una constante para una proteína determinada (Privalov y Khechinashvili, 

1971; Shiao et al., 1971; Brandts, 1964).  

Con todo e to,  e con ideró que el parámetro de ∆Cp debía incluirse para 

calcular la curva de estabilidad de una proteína. Además, al expresar la ecuación en 

términos de la temperatura media de desnaturalización (Tm), haciendo referencia a una 

temperatura (T) y considerando que como ∆G = 0 en la Tm, se puede rearreglar la 

ecuación 1 excluyendo el ∆S, dando  como re ultado la ecuación de Gibb -Hemholtz 

(ecuación 2) que describe la estabilidad de una proteína con respecto a la temperatura 

(Rees y Robertson, 2001): 

 

 

 

 

(1) 

(2) 
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Con esta ecuación es posible construir una curva de estabilidad para una 

proteína dada (figura 2). Algunas propiedades de dicha curva, son: la dependencia de la 

temperatura  obre la  variable  ∆H y T∆S, otorgada por el parámetro ∆Cp, que al ser 

positivo refleja la exposición al agua de los grupos hidrofóbicos ocultos en el estado 

nativo de la proteína (Fersht, 1999). Otra con ecuencia de que el ∆Cp > 0, es que la 

gráfica de estabilidad presente la curvatura indicada en la figura 2, mostrando la curva 

una temperatura máxima de estabilidad y dos temperaturas de desnaturalización media, 

una a temperatura baja y otra a temperatura alta (Razvi y Scholtz, 2006; Rees y 

Robertson, 2001). Además, se observa que al considerar el máximo de estabilidad, se 

puede construir una relación que considere los valore  donde ∆H y ∆S = 0, teniendo a í 

que a baja  temperatura , el término dominante e  ∆H y que al incrementar la 

temperatura, el término que se vuelve dominante en la estabilidad proteica es el T∆S 

(Becktel y Schellman, 1987). Debido a la falta de reversibilidad en el proceso de 

desplegamiento térmico, curvas de este tipo se han realizado principalmente en 

proteínas pequeñas y/o monoméricas. 

 

Figura 2. Curva de estabilidad proteica. La curva es derivada de la variación de la entalpía y entropía de 

desplegamiento de acuerdo a la temperatura. La línea sólida representa la porción de la curva usada  en 

el análisis de Van’t Hoff de la tran ición. La línea discontinua indica la extrapolación de los datos. Las dos 

líneas rectas indican la relación entre los valore  de ΔH=0 (Th),  ΔS=0 (Ts) y el máximo de estabilidad de 

la proteína, lo que provoca el dominio entálpico o entrópico del sistema de acuerdo a la temperatura que 

se explore. Tg y Tg’ indican la temperatura media de de naturalización por calor y frío, respectivamente 

(fuente: Becktel y Schellman, 1987). 
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El plegamiento en proteínas homólogas  

 

Existen diversos estudios cinéticos y al equilibrio para analizar las vías de plegamiento 

de proteínas homólogas (proteínas derivadas de un mismo ancestro en común). En 

todos ellos, aunque el nivel de profundidad y caracterización de los estudios es muy 

diferente (es decir, no todos se han realizado con las mismas técnicas ni estudiado los 

mismos aspectos fisicoquímicos), se han encontrado dos grandes grupos: a) las vías de 

plegamiento se encuentran conservadas evolutivamente, en proteínas pertenecientes a 

una misma familia (Gunasekaran et al., 2001) y b) a pesar de conservar una topología   

(o dominio estructural), la vía de plegamiento se encuentra diversificada y no se  

conserva evolutivamente (Zarrine-Afsar et al., 2005). Algunos ejemplos en donde  las 

rutas de plegamiento siguen caminos similares para proteínas homólogas, son: 

 

1. Ribonucleasa. La vía de plegamiento se mantiene constante; al comparar 

proteínas de distintas especies, todas se pliegan mediante un mecanismo de dos 

estados, sin la presencia de intermediarios estables (Krebs et al., 1983). 

2. Proteína de unión a acetil-coA. Al estudiar cuatro proteínas de unión a acetil-

coA, se encontró que sus mecanismos de plegamiento están fuertemente 

relacionados entre ellas y que todas siguen un proceso de dos estados con 

solamente un paso en la conversión del estado nativo al desnaturalizado 

(Kragelund et al., 1996). 

3. Proteína de choque por frío. Al comparar miembros cercanos evolutivamente, 

se observa que todas se pliegan por un mecanismo de dos estados sin la 

presencia de intermediarios estables. Incluso, al comparar proteínas derivadas 

de organismos mesófilos, termófilos e hipertermófilos, se encontró que las 

velocidades de plegamiento son similares y los estados de transición son 

estructuralmente parecidos en todas ellas. Por lo tanto, al parecer la vía de 

plegamiento en esta familia de proteínas ha sido conservada a través del tiempo 

(Reid et al., 2000; Schindler et al., 1999; Perl et al., 1998). 
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4. Proteínas con topología α/β. Algunos miembros de bajo peso molecular  

pertenecientes a esta topología (acilfosfatasa y ADA2h), mantienen una similitud 

en topología y en las estructuras del estado de transición de estas proteínas, que 

siguen un plegamiento de dos estados (Chiti et al., 1999). 

5. Dihidrofolato reductasa. Al analizar diferentes miembros de esta proteína se 

observa que la vía de plegamiento es conservada, presentando un mecanismo 

complejo en el que mediante vías paralelas de plegamiento. Dicha vía involucra 

al menos dos tipos de intermediaros cinéticos dentro de ella; estos tienen las 

mismas características fisicoquímicas y responden a velocidades de formación 

semejantes. Al comparar el mecanismo de plegamiento con el del análogo p21 

H-ras y encontrar que se pliega de la misma forma, sugiere que probablemente 

una misma vía de plegamiento ha sido conservada evolutivamente en diferentes 

miembro  de proteína  con topología α/β (Wallace y Matthew , 2002). 

6. Espectrina. En homólogos de la familia de la espectrina, diferentes dominios se 

pliegan de acuerdo al modelo de dos estados al equilibro con un probable 

intermediario cinético de alta energía, el cual es semejante entre ellos (Wensley 

et al., 2009; Scott et al., 2004). 

Algunos ejemplos para el caso de proteínas homólogas que a pesar de 

conservar una misma topología en sus diferentes miembros, estos se pliegan por vías y 

mecanismos diferentes, son: 

 

1. Proteína inmunitaria lm7/lm9. Para dos proteínas inmunitarias homólogas (lm7 

y lm9), se observó que estructuralmente el estado nativo no presenta diferencias 

significativas, pero que el plegamiento de ambas sigue diferentes mecanismos 

cinéticos. Por un lado, lm9 no presenta intermediarios estables mientras que en 

lm7 un intermediario altamente compacto es poblado en la fase explosiva del 

plegamiento. Este fue el primer ejemplo de distintos mecanismos de plegamiento 

en familias de proteínas relacionadas evolutivamente (Ferguson et al., 1999). 

2. Proteína de unión a lípidos. Al estudiar miembros diferentes de la familia de 

proteínas de unión a lípidos, con una similitud del 93% en secuencia de 

aminoácidos, se encontró que sus vías de plegamiento son distintas. En una de 

ellas se observa la presencia de al menos dos intermediarios cinéticos que no 
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presenta otra proteína de la familia, la cual tiene un intermediario al equilibrio; los 

autores le atribuyen esta diferencia a la presencia de distintos centros 

hidrofóbicos (Ropson et al., 2008; Dalessio y Ropson, 2000; Banaszak et al., 

1994). 

3. Proteína G/L. A pesar de que la proteína L en su estado nativo es altamente 

simétrica, durante el proceso de plegamiento la simetría se pierde: en el estado 

de transición (ET) una misma parte de la proteína se pliega y la otra permanece 

desestructurada hasta después del paso limitante del plegamiento (Kim et al., 

2000). Si se compara con otra proteína similar en estructura, como es la proteína 

G, se puede notar que a pesar de conservar una misma estructura 

tridimensional, el ET de ambas proteínas es totalmente distinto, ya que en la 

proteína L, una sección es formada en las etapas primarias del plegamiento 

(primera horquilla β), mienta  que en la proteína G ésta se forma hasta al final de 

la vía (McCallister et al., 2000). 

4. Globinas. En la familia de globinas, las vías de plegamiento no están 

conservadas a pesar de tener una misma estructura terciaria (Lecomte et al., 

2005). Aunque presentan algunas similitudes, como la presencia de una fase 

explosiva al inicio del proceso, los intermediarios al equilibrio son diferentes. 

Para la apomioglobina, el intermediario estable se estructura de forma diferente 

en comparación con la apoleghemoglobina, donde esa misma parte de la 

proteína permanece desestructurada en el intermediario (secuencia de hélices 

distintas). Por lo anterior, las características fisicoquímicas de los intermediarios 

son diferentes en cada proteína (Nishimura et al., 2000). 

5. Proteínas con puentes disulfuro. En el caso de proteínas pequeñas ricas en 

puentes disulfuro se puede observar que existe una heterogeneidad grande en 

las vías de plegamiento, con la presencia o no de intermediarios y que depende 

importantemente de la formación temprana de los puentes y la creación del 

andamiaje que guian el plegamiento global de la proteína (Arolas et al., 2006).  
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6. Lactoalbúmina/Lisozima. Al comparar el plegamiento de dos proteínas 

homólogas, la lactoalbúmina y lisozima, se puede observar que sus mecanismos 

de plegamiento son distintos. A pesar de seguir una vía de plegamiento de tres 

estados, y tener un comportamiento cinético semejante, la estructuración de las 

proteínas es diferente tanto en el ET como en el intermediario estable (Nakamura 

et al., 2010). 

7. Triosafosfato Isomerasa. En el caso de la TIM, se han observado diferencias 

considerables en las vías y mecanismos de plegamiento de acuerdo a la especie 

de donde provenga la enzima, por lo que se ha concluido que la vía de 

plegamiento no está conservada en esta familia de enzimas (Guzman-Luna y 

Garza-Ramos, 2012; Peimbert et al., 2008a; Vazquez-Contreras et al., 2004).  

Debido a que la estructura terciaria y cuaternaria de la TIM en diferentes 

especies es esencialmente idéntica, la TIM es un excelente modelo de estudio sobre la 

evolución de los mecanismos de plegamiento en proteínas homólogas (Peimbert et al., 

2008b; Chanez-Cardenas et al., 2002). 
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ANTECEDENTES GENERALES 

 

Triosafosfato Isomerasa: estructura y función 

 

La superfamilia de la TIM o proteína  de barril (β/α)8 es una de las más abundantes en 

la naturaleza, ya que aproximadamente el 10% de todas las proteínas conocidas 

contienen esta estructura (Reardon y Farber, 1995). De acuerdo a SCOP, CATH y 

FSSP (base de datos que clasifican proteínas de acuerdo a su arquitectura, topología y 

secuencia), la superfamilia de barriles TIM puede subclasificarse en 33, 29 y 24 

subfamilias, respectivamente, indicando el gran contenido y variabilidad de estructuras 

pertencientes a esta topología (Hadley y Jones, 1997). Los barriles TIM participan en 

una gran variedad de funciones celulares y reacciones metabólicas. La mayoría de los 

miembros son enzimas y existe representantes en cinco de las seis clases de enzimas 

definidas por la comisión internacional de enzimas (EC) (Nagano et al., 2002; Wierenga, 

2001).  El miembro fundador de esta superfamilia es la enzima triosafostato Isomerasa 

(TIM, del cual deriva el nombre de la superfamilia), la cual es una enzima de 

aproximadamente 250 aminoácidos localizada en citoplasma, cloroplastos y 

mitocondrias, que participa en la gluconeogénesis, la síntesis de triglicéridos, el ciclo de 

Calvin y principalmente en la vía de la glucólisis. Mediante esta última vía metabólica 

anaerobia, la mayoría de las formas de vida degradan la glucosa en dos moléculas de 

piruvato, con la producción de dos moléculas de ATP a través de  10 reacciones 

enzimáticas. En el cuarto paso, la hexosa difosforilada fructuosa-1,6-bifosfato se divide 

por la enzima aldolasa en dos triosas: la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) que a su vez 

en una cetosa, y el gliceraldehído-3-fostato (G3P), que a su vez es una aldosa. 

Solamente un producto de la aldolasa continúa la vía de la glucólisis, el G3P. (Voet et 

al., 2006; Nelson y Cox, 2000). La TIM cataliza la interconversión entre DHAP y G3P 

por una reacción de isomerización, con un intermediario enediol o enediolato (figura 3 y 

7) y sin la utilización de cofactores para la catálisis (Knowles, 1991; Knowles y Albery, 

1977; Ro e y O’Connell, 1961). Algunos organismos anaeróbicos son estrictamente 

dependientes de la actividad enzimática de la TIM, razón por la cual, esta enzima se ha 

utilizado como blanco en el diseño de drogas (Enríquez-Flores et al., 2011; Moraes et 

al., 2011; Lopez-Velazquez et al., 2004; Zimosa-Signoret et al., 2003; Reyes-Vivas et 
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al., 2001; Perez-Montfort et al., 1999) y vacunas (Zhu et al., 2006) dirigidas en contra de 

endoparásitos. 

 

Figura 3. Reacción catalizada por la Triosafosfato Isomerasa (fuente: Nelson y Cox, 2000). 

 

 

El Comité de Nomenclatura de la Unión de Bioquímica y Biología Molecular (NC-

IUBMB, por sus siglas en inglés), clasifica a la TIM con el número 5.3.1.1 (5: 

Isomerasas; 3: Oxidorreductasas intramoleculares; 1: Interconvertidores de aldolasas y 

cetosas; 1: Triosafosfato Isomerasa) de acuerdo a la reacción que cataliza (NC-IUBMB, 

1992).  

 

La enzima posee ciertas propiedades catalíticas interesantes: la transformación 

de DHAP en G3P realizada por la TIM es una reacción muy rápida, entre 108 y 109 

veces más rápida que en ausencia de la enzima (Mathews et al., 2012; Nelson y Cox, 

2000; Knowles y Albery, 1977). Además, la TIM es un catalizador perfecto, lo cual 

significa que la velocidad de la reacción entre la enzima y el sustrato está controlada 

sólo por difusión, la formación del producto ocurre tan rápido como la enzima y el 

sustrato se encuentren en la solución, llegando la eficiencia catalítica (kcat KM
-1) un 

orden cercano de la constante de difusión, es decir, entre 108 y 109 M-1 s-1 (Knowles y 

Albery, 1977). Los parámetros catalíticos para las TIMs estudiadas al momento, se 

presentan en la tabla 4. Se pueden notar las semejanzas en la afinidad por el sustrato y 

en la eficiencia catalítica de todas las enzimas, mientras que la constante de inhibición 

de sus inhibidores competitivos (análogos de los intermediarios de la reacción), 

fosfoglicolohidroxamato (PGH) y ácido 2-fosfoglicólico (PGA), se ha visto que es muy 

diferente entre especies (tabla 1).  
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Tabla 1. Parámetros catalíticos para las TIMs silvestres reportadas hasta el momento. 

 

9.33 x 10
7 Jimenez et al. , 2003

Sj TIM ND 0.40 2.1 x 10
5

2.17 x 10
8 Sun et al. , 1999

Tv TIM ND 0.21 ± 0.02 8.2 x 10
4

1.63 x 10
8 Figueroa-Angulo et al. , 2012

Rm TIM ND 0.48 1.7 x 10
5

1.41 x 10
8 Moraes et al ., 2011

Mt TIM ND 2.10 4.1 x 10
6

8.13 x 10
8

Tc TIM ND 0.48 ± 0.01 2.6 x 10
5

2.26 x 10
8

Hp TIM ND 3.46 ± 0.23 8.8 x 10
4

1.10 x 10
7

Ttx TIM ND 0.20 2.2 x 10
5

4.62 x 10
8 Walden et al. , 2004

Tm TIM ND 2.60 ± 0.20 1.1 x 10
3

1.76 x 10
5

Beaucamp et al ., 1997
‡

Tmo TIM 27 0.84

Pf TIM ND 0.58 1.1 x 10
5

7.54 x 10
7 Joubert et al., 2001                     

Oc TIM 14 0.32 ± 0.02 5.2 x 10
4

6.77 x 10
7

Plaut y Knowles, 1972;             

Putman et al ., 1972

Hs TIM 0.0074 0.49 2.7 x 10
5

Mm TIM 89 1.90 ± 0.20 (4.2 ± 0.1) x 10
5

(9.21 ± 0.42) x 10
7 Alvarez et al. , 1998

2.6 x 10
5

1.28 x 10
8 Knobeloch et al. , 2010

Reyes-Vivas et al ., 2001

k cat                           

(min
-1

)

Eh TIM

(2.28 ± 0.16) x 10
8

2.4 x 10
5

Ec TIM 6 1.03 ± 0.10 (5.4 ± 0.1) x 10
5

(2.18 ± 0.24) x 10
8

TIM
K i PGA                                 

(mM)

K M G3P                                  

(mM)

Eficiencia Catalítica                          

(M
-1

 s
-1

)
†

0.47 2.6 x 10
5

2.27 x 10
8

1.64 x 10
8ND 0.61 ± 0.46

Referencia

Alvarez et al. , 1998

Landa et al. , 1997

2.30 x 10
8

(2.9 ± 0.2) x 10
5Gl TIM 0.043 0.53 ± 0.03

Gg TIM 0.02

Lm TIM ND 0.30 ± 0.05 2.5 x 10
5

3.47 x 10
8

Tb TIM 0.024 0.25 ± 0.05 3.7 x 10
5

6.17 x 10
8

Sc TIM 0.03 1.27 ± 0.06 1.0 x 10
6

3.28 x 10
8

Hernandez-Alcantara et al ., 2002;       

Lambeir et al., 1987

Scr TIM ND 0.51 1.2 x 10
5

Kohl et al. , 1994           

Knobeloch et al. , 2010;                  

Krietsch et al ., 1970

Mainfroid, et al ., 1996;                 

Mande et al. , 1994

Reyes-Vivas et al ., 2007;                 

Lopez-Velazquez et al. , 2004

Lambeir et al., 2000;                          

Krietsch et al. , 1970

Chu et al ., 2008

Abendroth et al. , 2009;                     

Mathur et al. , 2006

Ld TIM ND 0.33 2.8 x 10
5

3.51 x 10
8 Kumar et al. , 2012

Ts TIM ND 0.37 ± 0.05 7.5 x 10
4

8.49 x 10
7 Jimenez et al ., 2003;              

Jimenez et al. , 2000
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PGA: ácido 2-fosfoglicólico, G3P: gliceraldehído 3-fosfato, KM: constante de Michaelis-Menten, kcat: 

constante catalítica, ND: no determinado. †: Realizando la corrección en la KM  al considerar que sólo el 

4% del G3P en solución tiene el sustrato aldehído no hidratado, única forma que la TIM es capaz de 

catalizar (relación 1:25). ‡: KM determinada para la DHAP, no se tienen datos reportados para el G3P. Ec: 

Escherichia coli, Eh: Entamoeba histolytica, Gg: Gallus gallus, Gl: Giardia lamblia, Hp: Helicobacter 

pylori, Hs: Homo sapiens, Ld: Leishmania donovani, Lm: Leishmania mexicana, Mm: Moritella marina 

(antes Vibrio marinus), Mt: Mycobacterium tuberculosis, Oc: Oryctolagus cuniculus, Pf: Plasmodium 

falciparum, Rm: Rhipicephalus microplus, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Scr: Sus scrofa, Sj: 

Schistosoma japonicum, Tb: Trypanosoma brucei, Tc: Trypanosoma cruzi, Tm: Thermotoga maritima, 

Tmo: Tenebrio molitor, Ts: Taenia solium, Ttx: Thermoproteus tenax, Tv: Trichomonas vaginalis. 

 

La topología de la TIM consiste en un barril (β/α)8 (figura 4). En la estructura de la 

TIM, el barril beta está compuesto por ocho hebras beta paralelas, las cuales forman 

una elipse cuyos semiejes miden 12 Å y 18 Å. El barril está situado en el interior de la 

proteína, las hebras están conectadas por asas a las hélices alfa que rodean a las 

hebras beta (Reardon y Faber, 1995). Los aminoácidos que forman el barril beta son 

predominantemente hidrofóbicos. Muchas de las cadenas laterales de estos 

aminoácidos llenan el interior del barril y forman parte del centro hidrofóbico de la 

enzima. El sitio activo se encuentra ubicado en el extremo carboxilo terminal de la hoja 

beta cilíndrica (figura 4) (Wierenga et al., 1992; Wierenga et al., 1991; Lolis y Petsko, 

1990).  
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Figura 4. Estructura tridimensional de la TIM. A) Esquema de la estructura secundaria de un barril (β/α)8, 

como flecha   e  eñalan la  hebra  β y como cilindro  la  hélice  α. B) Estructura terciaria de una 

subunidad de la TIM; en rojo  e mue tran la  hebra  β, en azul la  hélice  α, en gri  las a a  αβ y en 

verde la  a a  βα. C) Dímero activo presente en la TIM; en naranja y verde se indican los monómeros, en 

magenta se señalan las asas βα-6 y en azul se indican las asas βα-3 (PDB ID: 1TRE; modificado de: 

Pardo-Avila, 2011). 

 

Al comparar la secuencia de las TIMs reportadas, se puede notar que la 

identidad en secuencia aminoacídica, varía en un intervalo del 98.5% (TIM de Homo 

sapiens –HsTIM– vs. TIM de Oryctolagus coniculus –OcTIM–) y 12% (TIM de 

Pyrococcus woesei –PwTIM– vs. TIM de Plasmodium falciparum –PfTIM– y TIM de 

Thermoproteus tenax –TtTIM– vs. PfTIM). Sin embargo, al comparar las estructuras 

tridimensionales, se encuentra que la topología se mantiene en todas, es decir, la 
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arquitectura de barril (β/α)8 ha sido conservada evolutivamente, independientemente de 

la variación en la secuencia aminoacídica.    

 

Hasta el momento (1 de mayo de 2013), se han reportado un total de 145 

estructuras cristalográficas de la TIM (entre TIMs silvestres y mutantes), procedentes de 

28 especies taxonómicas distintas y ubicadas en los 3 dominios de la vida (122 para 

Eukarya, 20 en Bacteria y 3 en Archaea). Las especies de las cuales se ha determinado 

al menos una  estructura tridimensional de la TIM, se resumen en la tabla 1. 

 

Además del asa 6 que participa en la catálisis, existe el asa 3 que participa de 

manera indirecta en la estabilización del sitio activo y del dímero mismo (interfase). En 

el dímero, la mayoría de los contactos de interfase entre monómero, son mediados por 

el asa 3, también referida como el asa de interfase (residuos 65 a 79) (figura 5), que se 

extiende desde una subunidad dentro de una cavidad cercana al centro catalítico de la 

segunda subunidad (entre la  a a  βα-1 y βα-4) (Lolis y Petsko, 1990). Algunos 

residuos del asa 3 interactúan a través de contactos de van der Waals con los residuos 

del sitio activo de la otra subunidad. La tapa del asa 3 (residuos 74 a 77) forma una 

región hidrofóbica alrededor del residuo Leu12 de la subunidad adyacente (Maithal et 

al., 2002). Las TIMs silvestres sólo son activas como dímeros (unas pocas  como 

tetrámeros), los residuos de la interfase son cruciales para mantener la integridad de las 

interacciones entre ambas subunidades (figura 4 y 5) (Garza-Ramos, et al., 1992; Casal 

et al., 1987; Zabori et al., 1980;). 
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Tabla 1. Especies para las cuales se ha determinado la estructura cristalográfica de la TIM. 

 

Código 

PDB 
Especie 

Resolución 

(Å) 
Año Referencia 

1TIM Gallus gallus 2.50 1976 Banner et al., 1976 

3TIM Trypanosoma brucei 2.80 1987 Wierenga et al., 1987 

1YPI Saccharomyces cerevisiae 1.90 1990 Lolis y Petsko, 1990 

1TRE Escherichia coli 2.60 1993 Noble et al., 1993 

1HTI Homo sapiens 2.80 1994 Mande et al., 1994 

1BTM 
Bacillus 

stearothermophilus 
2.80 1995 Delboni et al., 1995 

1AMK Leishmania mexicana 1.83 1999 Williams et al., 1999 

1YDV Plasmodium falciparum 2.20 1997 Velanker et al., 1997 

1TCD Trypanosoma cruzi 1.83 1998 Maldonado et al., 1998 

1AW2 Moritella marina 2.65 1998 Alvarez et al., 1998 

1B9B Thermotoga maritima 2.85 1999 Maes et al., 1999 

1HG3 Pyrococcus woesei 2.70 2001 Walden et al., 2001 

1M6J Entamoeba histolytica 1.50 2002 Rodriguez-Romero et al., 2002 

1MO0 Caenorhabditis elegans 1.70 2003 Symersky et al., 2003 

1R2T Oryctolagus cuniculus 2.25 2003 Aparicio et al., 2003 

1W0M Thermoproteus tenax 2.50 2004 Walden et al., 2004 

1YYA Thermus thermophilus 1.60 2005 Yamamoto y Kunishima, 2005  

2H6R 
Methanocaldoccus 

jannaschii 
2.30 2007 Gayathri et al., 2007 

2DP3 Giardia lamblia 2.1 2007 Reyes-Vivas et al., 2007 

2JGQ Helicobacter pylori 2.30 2008 Chu et al., 2008 

3GVG 
Mycobacterium 

tuberculosis 
2.55 2009 Abendroth et al., 2009 

3KXQ Bartonella henselae 1.6 2009 Abendroth et al., 2009 

2I9E Tenebrio molitor 2.00 2010 Knobeloch et al., 2010  

3TH6 Rhipicephalus microplus 2.4 2011 Moraes et al., 2011 

3M9Y Staphylococcus aureus 1.9 2011 Mukherjee et al., 2011 

3KRS Cryptosporidium parvum 1.55 2011 Nguyen et al., 2011 

3QST Trichomonas vaginalis 1.75 2012 Salgado-Lugo et al., 2012 

4G1K Burkholderia thailandensis 2.35 2012 Edwards et al., 2012 
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Figura 5. Topología de una subunidad (monómero) de la TIM. La  hebra  β (amarillo) y α hélices (rojo) 

e tán etiquetada  de β1 a β8 y de α1 a α8 respectivamente. Las asas (verde) que unen a las hebras y 

hélices están etiquetadas del asa 1 al asa 8. Se muestran en azul, las posiciones aproximadas de los 

residuos catalíticos Lys11, His95 y Glu167 (modificado de Maldonado et al., 1998 y de Wierenga et al., 

1991). 

 

En la naturaleza, esta enzima sólo es activa en su forma oligomérica, y la 

estructura del dímero nativo (o del tetrámero en algunas especies), sugiere que el 

proceso de oligomerización es importante para estabilizar la geometría de algunos 

residuos del sitio activo (Najera et al., 2003; Wierenga et al., 1992). El sitio activo está 

localizado en la cara C-terminal del barril  y dentro de la catálisis participan 3 

aminoácidos principales, los cuales están conservados en todas las secuencias de la 

TIM reportadas hasta el momento: lisina 11 (asa βα-1), histidina 95 (asa βα-4) y 

glutámico 167 (asa βα-6) (numeración de la TIM de Escherichia coli, EcTIM, figura 6) 

(Berg et al., 2002). 
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Figura 6. Triada catalítica de la Triosafosfato Isomerasa. Se indican las interacciones que estabilizan al 

sustrato catalizable (en este caso, DHAP) (Berg et al., 2002). 

 

El mecanismo de acción de la TIM se indica en la figura 7. Consideraciones 

químicas sugieren que la conversión del DHAP al intermediario enediol es catalizada 

por una base general, la cual sustrae un protón del C1 de la DHAP y por un ácido 

general el cual protona su átomo de oxígeno carbonílico (Voet et al., 2006). La cadena 

lateral del Glu167 se encuentra situada idealmente para sustraer el protón del C1 del 

DHAP, mientras que la cadena lateral de His95 está posicionada apropiadamente para 

protonar el oxígeno carbonílico del DHAP (figura 7) (Wierenga et al., 1992; Komives et 

al., 1991). La cadena lateral de la Lys11, cargada positivamente, estabiliza 

electrostáticamente el ET que se encuentra negativamente cargado y además forma un 

enlace salino con la cadena lateral del carboxilato de Glu97 (Lodi et al., 1994; Joseph-

McCarthy et al., 1994). Además, en los pasos iniciales del mecanismo de reacción, 

sucede una estabilización del fosfato del sustrato por puentes de hidrógeno con la 

cadena principal de la proteína y la exclusión del solvente. Este último proceso es de 

vital importancia, ya que en solución, el intermediario enediol se rompe rápidamente 

con la subsecuente eliminación del fosfato del C3 formando un compuesto altamente 

tóxico para la célula, el metilglioxal. Para realizar la exclusión del solvente, la TIM posee 

un asa flexible que es el asa 6. Esta asa, a través de un movimiento de 

aproximadamente 7 Å, funciona como una tapa que oculta el sitio activo, permitiendo el 
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posicionamiento del Glu167 a una distancia adecuada del sustrato para permitir su 

catálisis (figura 8). Esta asa protege el sitio activo del contacto con el medio acuoso y 

previene la formación de metilglioxal, ya que tiene al grupo fosfato del intermediario en 

una posición que desfavorece la reacción de eliminación de éste (Lolis y Petsko, 1990; 

Wierenga et al., 1991); se ha observado que la ausencia de dicha asa genera la 

liberación temprana del intermediario y la transformación del sustrato a metilglioxal 

(Pompliano et al., 1990). 

 

El perfil energético calculado de todo el proceso catalítico en dirección DHAP  

G3P, considerando la formación del complejo TIM:DHAP, TIM-enediol, TIM:G3P y la 

liberación del producto final, se muestra en la figura 9 (Albery y Knowles, 1976). 

 

 
 

Figura 7. Mecanismo catalítico de la Triosafosfato Isomerasa (modificado de: Berg et al., 2002). 
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Figura 8. Conformaciones abierta y cerrada de la TIM. El asa 6 se encuentra en rojo y los aminoácidos 

catalíticos se señalan en amarillo (PDB ID conformación abierta: 4JT1, PDB ID conformación cerrada: 

2NEY; modificado de: Derreumaux y Schlick, 1998). 

 

 

Figura 9. Cambios energéticos en cada paso de la reacción catalizada por la Triosafosfato Isomerasa. Se 

muestra la reacción en el sentido DHAP a G3P y se incluyen los valores de energía libre reportados para 

el intermediario enediol y los estados de transición (modificado de: Albery y Knowles, 1976). 
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Plegamiento de la TIM 

 

Se ha propuesto que a estructuras semejantes corresponden vías de plegamiento 

semejantes (Clarke et al., 1999). Las TIMs presentan un alto grado de conservación 

estructural, sin embargo, existen numerosos estudios en los que se han reportado 

distintas vías de desnaturalización para la TIM de diferentes especies, la mayoría de 

ellos utilizando agentes caotrópicos desnaturalizantes como la urea o GdnHCl. Por 

ejemplo: 1) dos estados para la TIM de Bacillus stearothermophilus (BsTIM) y O. 

coniculus (OcTIM), 2) tres estados con un intermediario monomérico para la de S. 

cerevisae (ScTIM) y la de E. histolytica (EhTIM) y 3) cuatro estados para la TIM de T. 

cruzi (TcTIM) y P. falciparum (PfTIM) (tabla 3).  

 

La relación entre la estructura y la estabilidad no ha sido completamente 

explicada. El análisis de la estructura cristalográfica muestra que los contactos 

intercatenarios representan tan sólo el 5% del cambio total del área accesible al 

solvente (ASA); sin embargo, los intermediarios monoméricos son poco estables y sus 

propiedades estructurales y parámetros termodinámicos son poco conocidas. Además, 

 e ha vi to que el ∆G de di ociación (∆GDiss) es responsable de al meno  el 80% del ∆G 

total de estabilidad, por lo cual existe una paradoja importante por resolver para 

dilucidar esta contradicción entre estabilidad de los monómeros y estabilidad al 

establecerse el estado de oligomerización como dímero.  

 

La primera etapa del plegamiento de la TIM involucra la formación de 

intermediarios monoméricos. Se han reportado este tipo de intermediarios para la 

desnaturalización con GdnHCl de TcTIM (Chanez-Cardenas et al., 2005), TbTIM 

(Guzman-Luna y Garza-Ramos, 2012; Chanez-Cardenas et al., 2002), ScTIM (Najera et 

al., 2003; Morgan et al., 2000) y EhTIM (Vazquez-Perez y Fernandez-Velasco, 2007). 

Algunas de las características comunes a todos ellos son que conservan estructura 

residual, son inactivos y expandidos. Posterior a la formación de los monómeros ocurre 

la asociación y los rearreglos estructurales necesarios para la consolidación del estado 

nativo. La presencia de intermediarios diméricos  ha sido reportada para la 

desnaturalización de PfTIM (Gokhale et al., 1999), TbTIM (Guzman-Luna y Garza-

Ramos, 2012; Chanez-Cardenas et al., 2002) y TcTIM (Chanez-Cardenas et al., 2005).  
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Tabla 3. Vías de plegamiento reportadas para la TIM de diferentes especies. 

 

TIM 
Vía de 

desnaturalización/plegamiento 

Agente 

desnaturalizante 

(Técnica) 

Referencia 

BsTIM N2  2D 
GdnHCl  

(IF) 
Mainfroid et al., 1996a 

ScTIM N2 ⇌ 2D 

Temperatura  

(IF, DC, DSC) 
Benitez-Cardoza et al., 2001 

OcTIM N2 ⇌ 2D 
GdnHCl  

(IF) 
Rietveld y Ferreira, 1996 

GgTIM N2  2D 
Temperatura  

(IF, DC, DSC) 
Shi et al., 2008 

LmTIM N2 ⇌ 2D 
GdnHCl  

(IF, DC) 
Lambeir et al., 2000 

HsTIM N2 ⇌ 2D 
Urea  

(IF, DC) 
Mainfroid et al., 1996a 

ScTIM N2 ⇌ 2M ⇌ 2D 
GdnHCl  

(IF, DC) 

Najera et al., 2003;  

Morgan et al., 2000 

EhTIM N2 ⇌ 2M ⇌ 2D 
GdnHCl  

(IF) 

Vazquez-Perez y  

Fernandez-Velasco, 2007 

TmTIM N2  A  2D 
GdnHCl  

(IF) 
Beaucamp et al., 1997 

PfTIM N2  N2*  A  2D 
GndHCl  

(IF, CD) 
Gokhale et al., 1999 

TbTIM 

                    A        A 

 

N2 ⇌ N2* ⇌ 2M ⇌ 2D 

GdnHCl  

(IF, CD) 

Guzman-Luna y Garza-Ramos, 2012;  

Chanez-Cardenas et al., 2002 

TcTIM N2 ⇌ N2* ⇌ 2M ⇌ 2D 
GdnHCl  

(IF, CD) 
Chanez-Cardenas et al., 2005 

 

N2: dímero nativo, N2*: intermediario dimérico, M: intermediario monomérico, D: estado desnaturalizado, 

A: estados agregados. GdnHCl: hidrocloruro de guanidina, IF: Fluorescencia Intrínseca, DSC: 

Calorimetría Diferencial de Barrido, DC: Dicroísmo Circular. Bs: Bacillus stearothermophilus, Eh: 

Entamoeba histolytica, Gg: Gallus gallus,  Hs: Homo sapiens, Lm: Leishmania mexicana, Oc: 

Oryctolagus cuniculus, Pf: Plasmodium falciparum, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Tb: Trypanosoma 

brucei, Tc: Trypanosoma cruzi, Tm: Thermotoga maritima. 
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Así mismo, estudios realizados a partir de monómeros de TIM obtenidos por 

derivatización química, el análisis de intermediarios en la vía de plegamiento y el 

estudio de mutaciones que impiden la dimerización, han mostrado que los monómeros 

 on marginalmente e table  y que aproximadamente el 70% del ΔG de plegamiento 

está dado por la asociación de los monómeros, como se puede observar en la figura 10, 

donde se compara la contribución de la asociación en el plegamiento de TIMs de 

diferentes especies. Las razones por las cuales la TIM es un oligómero obligado, no 

están totalmente entendidas (Peimbert et al., 2008b). 

 

 

Figura 10. Comparación de energías libres determinadas experimentalmente para diferentes pasos de la 

vía de plegamiento de la TIM. ΔG: energía libre de Gibbs, 2U ⇌ 2M: estado desnaturalizado a 

intermediario monomérico, 2M ⇌ D*: intermediario monomérico a dimérico (asociación), D* ⇌ D: 

intermediario dimérico a estado nativo.  Bs: Bacillus stearothermophilus, Hs: Homo sapiens, Hs2: 

mutante monomérica de la TIM de Homo sapiens, Lm: mutante puntual de la TIM de Leishmania 

mexicana, Oc: Oryctolagus cuniculus, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Tc: Trypanosoma cruzi, Tb: 

Trypanosoma brucei (modificado de: Peimbert et al., 2008b). 

 

Aunado a lo anterior, el desplegamiento térmico de la TIM, principalmente de 

organismos eucariontes, ha sido estudiado extensivamente. En las TIMs reportadas a la 

fecha, el desplegamiento térmico es un proceso irreversible, fuera del equilibrio o 

ambos (con presencia de histéresis), es decir, un proceso controlado cinéticamente, lo 
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cual ha impedido una caracterización energético-estructural detallada. Debido a la 

histéresis y al alto grado de irreversibilidad del proceso, el uso de la temperatura como 

agente desnaturalizante se ha limitado más bien a la estimación de la estabilidad 

aparente (temperatura media de desnaturalización, Tm) de algunas TIMs y sus mutantes   

(Costas et al., 2009; Peimbert et al., 2008a; Tellez et al., 2008; Mathur et al., 2006; 

Jimenez et al., 2003; Benitez-Cardoza et al., 2001; Alvarez et al., 1999; Gopal et al., 

1999; Sun y Sampson, 1999; Williams et al., 1999; Alvarez et al., 1998; Beaucamp et 

al., 1997; Schliebs et al., 1997; Mainfroid et al., 1996b; Schliebs et al., 1996) y la 

determinación de algunos parámetros termodinámicos (como el ∆S, ∆H, ∆Cp, EA, ∆G, 

m≠ y constantes cinéticas de la reacción, etc.), dependiendo de la TIM reportada 

(Costas et al., 2009; Tellez et al., 2008; Benitez-Cardoza et al., 2001; Mainfroid et al., 

1996b). 

 

Ingeniería de proteínas en la TIM 

 

En años recientes, existe gran interés en estudios para modificar el plegamiento de la 

TIM; estos intentos involucran tanto el diseño de nuevas proteínas, así como también 

modificaciones específicas de regiones de enzimas existentes. Dichos estudios se han 

enfocado especialmente hacia el incremento de la estabilidad optimizando las 

propiedades catalíticas, formando quimeras de diferentes enzimas de barril TIM, o 

creando actividades enzimáticas completamente nuevas (Alahuhta et al., 2008; 

Röthlisberger et al., 2008; Zomosa-Signoret et al., 2003; Borchert et al., 1993). 

 

La estabilización de la proteína ha sido una tarea central en los estudios de 

ingeniería. El primer logro exitoso fue llegado a cabo por Klibanov y colaboradores. 

Ellos reemplazaron los residuos de asparagina de la interfase en ScTIM (N14T y N78I). 

La eliminación de los dos sitios de desamidación, aumenta la estabilidad de la enzima 

al doble cuando es calentada a 100 ºC (Aher et al., 1987). Otra estrategia seguida para 

aumentar la estabilidad de la TIM ha sido estabilizar la  α-hélices. Para esto, se han 

creado mutantes que introducen nuevas interacciones electrostáticas, incrementan el 

contenido de alanina  en la  α-hélices y  que elevan el contenido de prolinas, en todos 

los casos se encontró que la estabilidad de la enzima se veía incrementada varias 

unidades energéticas (Mainfroid et al., 1996). Diversos resultados soportan la idea de 
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que enzimas mesofílicas pueden ser convertidas en enzimas superestables sin afectar 

las propiedades catalíticas a temperaturas mesófilas (Lambeir et al., 2000; Williams et 

al., 1999; Alvarez et al., 1998) 

 

A pesar de que el sitio activo de cada monómero tiene una arquitectura 

independiente, la disociación de la enzima resulta concomitantemente en la inactivación 

de la misma aun cuando el monómero está correctamente plegado (Schliebs et al., 

1996). Debido a esto, se han realizado numerosos esfuerzos para tratar de comprender 

el mecanismo que subyace a la naturaleza oligomérica de la TIM. Una de las 

estrategias más utilizadas ha sido la desestabilización de la interfase de la enzima 

silveste (ya sea acortándola o mutándola por aminoácidos desestabilizantes), a partir de 

la cual se han obtenido proteínas monoméricas mutantes (Borchert et al., 1995; 

Borchert et al., 1994). Otros ejemplos de monomerización de la TIM abarcan los 

realizados en TbTIM (monoTbTIM), la cual resultó ser estable pero con una kcat 1000 

veces mayor y una KM 20 veces mayor respecto a la enzima silvestre, dando como 

resultado una disminución en la eficiencia catalítica en 4 órdenes de magnitud (3.15 x 

104 M-1 s-1) (Schliebs et al., 1996; Borchert et al., 1993). Otra monoTIM se logró obtener 

al acortar el asa 8 de unión a fosfato, con el fin de unir sustratos distintos a DHAP y 

G3P (Norledge et al., 2001).  

 

Así, se sabe que la catálisis presentada en todas estas mutantes es mucha más 

baja que la observada para la enzima silvestre. Estos monómeros de TIM se han 

sometido a diversos estudios para tratar de mejorar su actividad catalítica, en todos 

ellos, la eficiencia catalítica del monómero es aproximadamente 1000 veces menor que 

la de una enzima dimérica. Datos cristalográficos indican una mayor accesibilidad al 

solvente e incrementado movimiento de los aminoácidos catalíticos, lo que sugiere la 

alteración del sitio activo (Ibídem). También se ha mencionado que una de las razones 

clave de su baja actividad es la pérdida de rigidez en la interfase dimérica, lo que 

implica a su vez, conformaciones más flexibles para algunos de los residuos del sitio 

activo (Thanki et al., 1997; Wierenga et al., 1992), además de que la dimerización 

optimiza la geometría del sitio activo, ya que los contactos entre las subunidades 

disminuyen la flexibilidad de las asas catalíticas (Schliebs et al., 1996). Esto implica que 
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en las formas monoméricas de TIM con estructura conservada, la población de sitios 

activos competentes es muy baja. Al generar una mutante monomérica, una gran 

cantidad de área hidrofóbica de la interfase dimérica queda expuesta al solvente polar, 

lo que genera una desestabilización a la enzima (Zarate-Perez et al., 2009; Borchert et 

al., 1994). En resumen, la monomerización invariablemente produce una drástica 

disminución en la actividad catalítica y una reducción en la estabilidad proteica, 

independientemente de la enzima estudiada. 

 

Los acercamientos con mutagénesis agresiva han sido utilizados para explicar la 

robustez de la TIM. Al mezclar el orden de la  unidade  β/α (el mejor arreglo tiene el 

orden de 2-4-6-8-1-3-5-7) se observa que la enzima sigue siendo dimérica, cooperativa 

en la desnaturalización y que mantiene un contenido de estructura secundaria similar al 

estado original, todo esto indica un cierto grado de autonomía en la formación de las 

 ubunidade  β/α (Shukla y Gupta arma, 2004). Con la misma filosofía, también se han 

explorado un total de 182 mutaciones que preservan el patrón polar-hidrofóbico de la 

proteína, encontrado que 97 posiciones no tienen un efecto medible en la enzima. Con 

lo anterior mencionado, se concluye que la catálisis es preservada evolutivamente 

dentro de una plasticidad grande en la secuencia de la proteína (Silverman et al., 2001).  

 

La estrategia de evolución dirigida también ha sido explorada (Saab-Rincon et 

al., 2001), en la cual se ha encontrado la persistencia de las mutaciones A43P y T44A o 

S, y se postula que estas mutaciones estabilizan el asa 2 y serían la causa probable del 

mejoramiento de la actividad catalítica que presenta esta variante de monoTbTIM. En el 

caso de la TIM de humano, se han creado formas monoméricas en solución que son 

inactivas y con una baja estabilidad, cuyo estado de asociación depende de la 

concentración de proteína (Mainfroid et al., 1996a).  

 

Los experimentos de modificación química han mostrado que el sitio catalítico de 

un monómero puede ser completamente activo incluso si está acoplado a otro 

monómero cuyo sitio catalítico no es funcional (Sun et al., 1992a; Sun et al., 1992b). La 

formación de heterodímeros con TcTIM y TbTIM, muestran que cerca de la mitad de la 

actividad de un monómero depende de la integridad de la interacción de la Cys15 de 
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TcTIM (del monómero 1) con el asa 3 (del monómero 2) (Zomosa-Signoret et al., 2007). 

El cambio de la Cys14 de TbTIM ha mostrado su importancia en la oligomerización de 

la enzima, ya que al sustituirse por Phe, genera un monómero (Hernandez-Alcantara et 

al., 2002). Además, mediante proteólisis limitada, en TbTIM puede observarse que los 

monómeros que conforman al dímero, tienen diferencias estructurales entre sí o que la 

alteración de una subunidad es capaz de generar cambios en la otra subunidad del 

dímero (Reyes-Vivas et al., 2002). Asimismo, la derivatización de esta Cys en PfTIM y 

EhTIM, también promueve la monomerización (Maithal et al., 2002; Rodriguez-Romero 

et al., 2002). 
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ANTECEDENTES ESPECÍFICOS 

 

Estudios de la TIM realizados en el dominio Bacteria 

 

Hasta el momento, la mayoría de los estudios sobre  vías de plegamiento de la TIM se 

han realizado en enzimas procedentes de organismos eucariontes. Con respecto a la  

TIM en especies del dominio bacteria, hasta el momento se han reportado 20 

estructuras cristalográficas, procedentes de 10 especies bacterianas distintas, en varias 

especies se tiene únicamente la estructura 3D sin tener algún dato de propiedades 

catalíticas, estado de oligomerización o de la ruta de plegamiento (tabla 4).  

 

Debido a esto, el estudio de las TIMs bacterianas representa un área interesante 

y nueva para explorar diversos aspectos de interés sobre la enzima, ya que al tener las 

bacterias una gran diversidad de hábitats, se pueden encontrar condiciones distintas de 

adaptación que podrían reflejarse en el comportamiento diferencial de sus proteínas. 

Por ejemplo, en ciertas TIMs de especies bacterianas extremófilas como Thermotoga 

marítima, Bacillus stearothermophilus y Moritella marina, se ha encontrado un 

incremento en el número de puentes salinos involucrados en mantener una 

conformación adecuada de la enzima. Además, se ha observado también un número 

mayor de interacciones hidrofóbicas en la parte interna del barril en el caso de T. 

maritima y B. stearothermophilus, cuando se comparan con las demás TIMs, lo que 

pudiera indicar que en conjunto, todos estos cambios  le otorgan mayor estabilidad a la 

enzima bajo condiciones extremas de temperatura, osmolaridad o ambas (Maes et al., 

1999). 
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Tabla 4. Estudios reportados de la TIM en el dominio Bacteria. 
 
 

Microorganismo 
Código PDB  
y resolución 

(Å) 

Tipo de 
asociación 

KM 

(mM) 
kcat 

(min
-1

) 

Eficiencia 
catalítica 

(M
-1

 seg
-1

)
†
 

Tm (°C) 
(técnica 

empleada) 

Otros análisis realizados 
acerca de la enzima 

Referencia 

Bartonella 
henselae 

3KXQ 
(1.6) 

ND ND ND ND ND ND Abendroth et al., 2009 

Bacillus 
stearotermophilus 

1BTM 
(2.8) 

Dímero ND ND ND 
76 

(DSC) 
Estabilidad enzimática a  
diferentes  temperaturas 

Alvarez et al., 1999; 
Delboni et al., 1995 

2BTM 
(2.4) 

Dímero ND ND ND 
73 

(DSC) 

Tiempo de vida media. 
Estabilidad enzimática a  
diferentes  temperaturas. 
Mutantes H12N y K13G 

Alvarez et al., 1999 

Escherichia 
coli 

1TRE 
(2.6) 

Dímero 1.03 5.4 x 10
5
 2.18 x 10

8
 

54 
(DSC) 

ND 
Alvarez et al., 1998; 

Noble et al., 1993 

Helicobacter 
pylori 

25GQ 
(2.3) 

Dímero 3.46 8.8 x 10
4
 1.10 x 10

7
 ND 

Mutantes K183S, K183A,  
D213Q, y D213A 

Chu et al., 2008 

Moritella 
marina 

1AW2 
(2.7) 

Dímero 1.9 4.2 x 10
5
 9.21 x 10

7
 

41 
(DSC) 

Tiempo de vida media. 
Estabilidad enzimática a  
diferentes  temperaturas.  

Mutante A238S 

Alvarez et al., 1998 

1AW1 
(2.7) 

Dímero ND ND ND ND ND Alvarez et al., 1998 

Mycobacterium 
tuberculosis 

3GVG 
(1.6) 

Dímero 2.1 4.1 x 10
6
 8.13 x 10

8
 

55 
(CD) 

Actividad a diferentes pH. 
Utilización de metales para su actividad. 

Estabilidad enzimática a 
diferentes  temperaturas 

Abendroth et al., 2009;        
Mathur et al., 2006 

Thermotoga 
marítima 

1B9B 
(2.9) 

Tetrámero 2.6 1.1 x 10
3
 1.76 x 10

5
 

82              
(CD, IF, 

UVA) 

Desnaturalización con GdnHCl. 
Actividad a diferentes  
pHs y temperaturas. 

Estudio de la enzima separada de la 
enzima fosfoglicerato cinasa 

Beaucamp et al., 1997;  
Maes et al., 1999 

Thermus 
thermophilus 

1YYA 
(1.6) 

Dímero ND ND ND ND ND 
Yamamoto y    

Kunishima, 1995
‡
 

Staphylococcus 
aureus 

39MY  
(1.9) 

ND ND ND ND ND ND Mukherje et al., 2011
‡
 

Burkholderia 
thailandensis 

4G1K 
(2.4) 

ND ND ND ND ND ND Edwards et al., 2012
‡
 

 

†: Realizando la corrección en la KM  al considerar que sólo el 4% del G3P en solución tiene el sustrato aldehído no hidratado, única forma que la TIM es capaz de 

catalizar (relación 1:25). ‡: Estudio únicamente estructural publicado en la base de datos de proteínas (Bernstein et al., 1977). CD: Dicroísmo Circular, DSC: 

Calorimetría Diferencial de Barrido, GdnHCl: hidrocloruro de guanidina, IF: Fluorescencia Intrínseca, ND: no determinado, UVA: Absorción de UV. 
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Origen y evolución bacteriana 

 

Al ser las proteínas los motores de las células, son el reflejo de la evolución génica que 

es responsable de la evolución de los seres vivos. Actualmente, estos se dividen en tres 

grandes dominios: bacterias (Bacteria), arqueas (Archaea) y eucariontes (Eukarya). Los 

organismos procariontes, esto es, aquellos cuyas células no tienen un núcleo celular 

diferenciado, se incluyen en los dominios Archaea y Bacteria, mientras que en el 

dominio Eukarya se incluyen las formas de vida con núcleo definido y con organización 

más compleja (protistas, animales, hongos y plantas) (Cicarelli et al., 2006) (figura 11). 

 

Figura 11. Árbol filogenético de los seres vivos obtenido a partir de genomas completamente 

secuenciados. El dominio Bacteria, coloreado en azul, presenta una gran diversidad en comparación con 

los otros dominios, Archaea y Eukarya. Los árboles filogenéticos colocan a Archaea y Eukarya más 

próximos entre sí que a Bacteria (fuente: Cicarelli et al., 2006). 

 

El término "bacteria" se aplicó tradicionalmente a todos los microorganismos 

procariontes. Sin embargo, la filogenia molecular ha podido demostrar que los 

microorganismos procariontes se dividen en dos dominios, originalmente denominados 

Eubacteria y Archaebacteria, y ahora renombrados como Bacteria y Archaea (Woese et 

al., 1990), que evolucionaron independientemente desde un ancestro común. Estos dos 
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dominios, junto con el dominio Eukarya, constituyen la base del sistema de tres 

dominios, que actualmente es el sistema de clasificación más ampliamente utilizado en 

bacteriología (Gupta, 2000). 

 

Los antepasados de los organismos procariontes modernos, fueron los primeros 

organismos (las primeras células) que se desarrollaron sobre la Tierra, hace unos 

3,800-4,000 millones de años. Durante cerca de 3.000 millones de años más, todos los 

organismos siguieron siendo microscópicos, siendo probablemente bacterias y arqueas 

las formas de vida dominantes (DeLong y Pace, 2001; Schopf, 1994). Aunque existen 

fósiles bacterianos, por ejemplo los estromatolitos, al no conservar su morfología 

distintiva no se pueden emplear para estudiar la historia de la evolución bacteriana, o el 

origen de una especie bacteriana. En contraste, las secuencias genéticas se pueden 

utilizar para reconstruir la filogenia de los seres vivos; estos estudios sugieren que 

arqueas y eucariontes están más relacionados entre sí que con las bacterias (Brown y  

Doolittle, 1997). 

 

En la actualidad se discute si los primeros procariontes fueron bacterias o 

arqueas. Algunos investigadores piensan que Bacteria es el dominio más antiguo con 

Archaea y Eukarya derivando a partir de él (Gupta, 2000), mientras que otros 

consideran que el dominio más antiguo es Archaea (Wang et al., 2007). Se ha 

propuesto que el ancestro común más reciente de bacterias y arqueas podría ser un 

hipertermófilo que vivió entre 2,500 y 3,200 millones de años atrás (Battistuzzi et al., 

2004; Di Giulio, 2003). En cambio, otros grupos sostienen que tanto Archaea como 

Eukarya son relativamente recientes (de hace unos 900 millones de años) (Cavalier-

Smith, 2006a; Cavalier-Smith, 2006b)  y que evolucionaron a partir de una bacteria 

grampositiva (probablemente una Actinobacteria), que mediante la sustitución del 

peptidoglicano por otra pared de glicoproteína y el desarrollo de histonas, daría lugar a 

un organismo Neomura (Poole y Penny, 2007; Cavalier-Smith, 2002). 

 

Las bacterias también han estado implicadas en la segunda gran divergencia 

evolutiva, la que separó Archaea de Eukarya. Se considera que las mitocondrias de los 

eucariontes proceden de la endosimbiosis de una proteobacteria alfa (Dyall et al., 2004; 
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Lang et al., 1999). En este caso, el antepasado de los eucariontes, que posiblemente 

estaba relacionado con las arqueas (el organismo Neomura), ingirió una proteobacteria 

que, al escapar a la digestión, se desarrolló en el citoplasma y dio lugar a las 

mitocondrias. Éstas se pueden encontrar en todos los eucariontes, aunque a veces en 

formas muy reducidas, como en los protistas amitocondriales. Después, e 

independientemente, una segunda endosimbiosis por parte de algún eucarionte 

mitocondrial con una cianobacteria condujo a la formación de los cloroplastos de algas 

y plantas. Se conocen incluso algunos grupos de algas que se han originado 

claramente de acontecimientos posteriores de endosimbiosis por parte de eucariotas 

heterótrofos que, tras ingerir algas eucariotas, se convirtieron en plastos de segunda 

generación (Lang et al., 1999; McFadden, 1999). 

 

Filogenia del dominio Bacteria 

 

Las relaciones filogenéticas de los seres vivos son motivo de controversia y no hay un 

acuerdo general entre los diferentes autores. En la figura 9 se muestra un esquema de 

la historia evolutiva de los seres vivos basado en las ideas de Cavalier-Smith (Cavalier-

Smith, 2006a-b). Según este autor, la raíz del árbol se situaría entre las bacterias 

gramnegativas, que serían los organismos más antiguos (existiendo desde hace 3.500 

millones de años), mientras que Archaea y Eukarya serían relativamente recientes (de 

hace sólo 900 millones años). Un árbol alternativo podría construirse considerando que 

Archaea es el dominio más antiguo y poniendo la raíz del árbol en el punto indicado por 

el asterisco en la figura 12 (Cavalier-Smith, 2002). 
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Figura 12. Esquema de la historia evolutiva de los 3 dominios de los seres vivos. Se enfatizan los 

cambios en la estructura celular y considerando que Bacteria es el dominio más antiguo, de acuerdo con 

las ideas de Cavalier-Smith (fuente: Cavalier-Smith, 2006a). 

 

Este esquema se basa en la estructura celular de los distintos seres vivos 

enfatizando en la envoltura celular (membrana citoplasmática, pared celular y 

membrana externa). Según este criterio, el dominio Bacteria contiene organismos con 

dos tipos distintos de organización básica, gramnegativa y grampositiva, y además 

podemos subdividir a las gramnegativas en dos subgrupos en función de la 

composición de la membrana externa (Pearson et al., 2009). 

 

Bajo esta clasificación, se agrupan las bacterias en tres grandes supertaxones: 

Eobacteria, Glycobacteria y Posibacteria. Las Eobacterias y Glycobacterias a su vez se 

clasifican en un supergrupo, llamado Negibacteria (bacterias gramnegativas) quienes 

presentan dos membranas lipídicas distintas, entre las que se localiza la pared celular, 

mientras que el resto de los organismos presentan una única membrana lipídica. La 

hipótesis del citoplasma fuera describe un posible modelo para la aparición de las dos 
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membranas en estas primeras bacterias. Dentro de este grupo podemos distinguir dos 

subgrupos. Los subgrupos Eobacteria y Glycobacteria se distinguen por la composición 

de la membrana externa: los primeros presentan sólo simples fosfolípidos mientras que 

los segundos presentan inserción de moléculas complejas de lipopolisacáridos (Puigbo 

et al., 2010). 

 

El tercer supertaxón, las Posibacterias (bacterias grampositivas) presentan una 

única membrana y la pared de peptidoglicano (mureína) se hace mucho más gruesa. 

Se considera que las posibacterias proceden de las Negibacterias, y no al revés, 

porque las primeras presentan características moleculares y ultraestructurales más 

avanzadas. La pérdida de la membrana externa podría deberse a la hipertrofia de la 

pared celular, que aumenta la resistencia de estos organismos, pero impide la 

transferencia de lípidos para formar la membrana externa. Estos organismos fueron 

probablemente los primeros que colonizaron el suelo (Dagan et al., 2010). 

 

Archaea y Eukarya probablemente tuvieron como origen una Posibacteria a 

través de un organismo Neomura que sustituyó la pared celular de peptidoglucano por 

otra de glicoproteína. A continuación y casi inmediatamente, las arqueas se adaptaron a 

ambientes calientes y ácidos, reemplazando los lípidos acilo éster de las bacterias por 

lípidos prenil éter, y usando las glicoproteínas como una nueva pared rígida. Los 

eucariontes, en cambio, usaron la nueva superficie de proteínas como una capa flexible 

para desarrollar la fagocitosis, lo que los llevó, en última instancia, a profundos cambios 

en la estructura de la célula (Lake et al., 2009; Cavalier-Smith, 2006). 

 

El siguiente cladograma muestra más en detalle los supertaxones a los que 

pertenecen las bacterias y señala además las relaciones entre los distintos grupos 

bacterianos, de acuerdo con las ideas de Cavalier-Smith (figura 13). Para conocer a 

detalle las características de los diferentes supertaxones, se puede consultar el 

apéndice A. 
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Figura 13. Cladograma que muestra la relación genética entre los distintos grupos bacterianos y su 

relación con los dominios Archaea y Eukarya. Se detallan los 3 supertaxones y los taxones incluidos en 

cada uno de ellos (fuente: Cavalier-Smith, 2006a-b). 

 

Taxonomía bacteriana 

 

Los fila bacterianos que se incluyen en el esquema evolutivo actualmente aceptado del 

dominio Bacteria y que están representados en la imagen 9, son los siguientes 

(Cavalier-Smith, 2006a-b; Cicarelli et al., 2006): 

 

 Supertaxón Eobacteria.  

 

o Taxón Chlorobacteria.  

 Filo Chloroflexi. 

 Filo Thermomicrobia.  

 

o Taxón Hadobacteria. 

 Filo Deinococcus-Thermus.  

 

 Supertaxón Glycobacteria.  

 

o Taxón-Filo Cyanobacteria.  
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o Taxón Gracilicutes  

 Filo Spirochaetes.  

 Filo Chlorobi.  

 Filo Bacteroidetes.  

 Filo Fibrobacteres.  

 Filo Proteobacteria.  

 Filo Aquificae.  

 Filo Deferribacteres.  

 Filo Chrysiogenetes.  

 Filo Acidobacteria.  

 Filo Planctomycetes.  

 Filo Chlamydiae.  

 Filo Lentisphaerae.  

 Filo Verrucomicrobia.  

 

o Taxón Eurybacteria  

 Filo Fusobacteria.  

 Filo Thermotogae.  

 

 Supertaxón Posibacteria  

 

o Taxón Endobacteria  

 Filo Dictyoglomi.  

 Filo Firmicutes.  

 

o Taxón-filo Actinobacteria.  

 

Para conocer más sobre las características de cada filo bacteriano, ver el 

apéndice A al final del texto. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La TIM es una enzima modelo para estudios de plegamiento, tanto por su carácter 

oligomérico como por la arquitectura que adopta en su estado nativo.  A lo largo de la 

escala filogenética la estructura tridimensional de la TIM está conservada, en contraste, 

el plegamiento de la TIM es diverso. A la fecha se han estudiado los mecanismos de 

plegamiento de la TIM de varias fuentes, en los cuales se ha encontrado gran variedad, 

desde procesos de dos estados hasta procesos que incluyen intermediarios 

monoméricos y diméricos. Aunque esta diversidad puede reflejar las diferencias 

metodológicas y las condiciones de desnaturalización empleadas por diferentes grupos 

de trabajo; es claro que la variación en la secuencia modifica profundamente el paisaje 

conformacional de la TIM. Se desconocen aún cuáles son las propiedades de los 

patrones de plegamiento en enzimas pertenecientes a especies del dominio Bacteria, el 

cual ha sido escasamente estudiado.   

 

Así, el caracterizar las propiedades cinéticas, estructurales y de plegamiento de 

la enzima desde una perspectiva evolutiva, y al enfocarse el análisis a ciertas especies 

bacterianas importantes y representativas (desde el punto de vista evolutivo, biomédico 

y/o biotecnológico), nos permitirá tener mayor información de las propiedades de la 

enzima en el dominio bacteria, que en su conjunto, permitirá adicionalmente la 

reconstrucción filogenética de TIMs ancestrales para así probablemente lograr una 

descripción de la historia evolutiva del paisaje conformacional de esta enzima. 
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HIPÓTESIS 

 

El estudio de la TIM en nuevas especies bacterianas, nos proporcionará una visión 

evolutiva más amplia de la estructura, propiedades catalíticas, termoestabilidad y 

mecanismo de plegamiento de esta enzima. 

 

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

 

 Caracterizar las propiedades fisicoquímicas y la desnaturalización térmica de la 

Triosafosfato Isomerasa perteneciente a especies del dominio Bacteria de 

relevancia evolutiva.  

 

Objetivos particulares 

 

 Seleccionar algunas especies bacterianas de interés evolutivo para el análisis de 

la TIM que poseen. 

 Sobreexpresar las enzimas y realizar la purificación de éstas. 

 Definir los parámetros catalíticos y propiedades espectroscópicas de las TIMs 

purificadas. 

 Establecer el estado de oligomerización de las enzimas. 

 Determinar la estabilidad a la dilución. 

 Estudiar la desnaturalización térmica de las distintas TIMs bacterianas utilizando 

técnicas espectroscópicas y calorimetría diferencial de barrido. 

 Determinar la estructura tridimensional de las enzimas. 
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO 

 

 

  

Parte 1 

Continúa en la siguiente página… 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Reactivos y soluciones utilizadas 

 

Todos los reactivos fueron adquiridos de la marca Sigma-Aldrich (©) a excepción de 

aquellos donde se haga la aclaración pertinente. 

 

Análisis filogenético del dominio Bacteria y elección de las TIMs a estudiar 

 

Para la selección de las proteínas que se estudiaron en el presente trabajo, se realizó 

un análisis filogenético del domino Bacteria para elegir especies bacterianas de interés 

evolutivo que nos puedan proporcionar información de otros fila bacterianos donde no 

ha sido estudiada la enzima TIM. Para esto, se consideró el árbol filogenético publicado 

por Cicarelli y colaboradores (Cicarelli et al., 2006) y por otra parte, se analizó la 

clasificación filogenética de las bacterias, arqueas y eucariontes propuesta por Cavalier-

Smith y ubicando los 3 supertaxones parafiléticos de las bacterias con sus respectivos 

taxones y fila, donde se incluyeron los estudios previos de la TIM  realizados en 

bacterias. Posteriormente, se detectaron todos los fila bacterianos descritos al momento 

y se analizaron los eventos evolutivos clave ubicados en la evolución del dominio 

Bacteria. Teniendo considerados estos eventos, se eligieron los fila representativos que 

cubrieran sucesos importantes en la evolución y que permitieran tener una descripción 

global de todo el árbol filogenético de las bacterias, descartando los fila donde ya se 

tienen estudios previos de las TIMs. Una vez teniendo los fila elegidos, se analizaron 

las especies representativas de estos y con base en la importancia evolutiva 

(complementándola con una importancia biomédica o biotecnológica), se seleccionaron 

algunas especies para estudiar las características estructurales, cinéticas y de 

plegamiento de la TIM.  

 

Síntesis del gen y subclonación del gen en un vector de expresión 

 

Al tener elegidas las especies candidatas de estudio, se extrajeron las secuencias del 

gen de la TIM de las bases de datos de genes (Benson et al., 2013) y se prepararon las 

secuencias para su síntesis. Los genes fueron flanqueados con los sitios de restricción 



Materiales y métodos 

54 
 

NdeI en el extremo 5’ y XhoI en el extremo 3’ para facilitar  u  ubclonación en un vector 

de expresión. Se realizó la optimización de las secuencias para el uso de codones 

preferencial en la bacteria Escherichia coli, utilizando el programa Optimizer (Puigbo et 

al., 2007) y también usando las bases de datos de la empresa en la cual se compraron 

los genes. También se alinearon las secuencias obtenidas mediante el programa 

MAFFT 7.0 (Katoh y Standley, 2013) y se compraran con EcTIM, todo esto para ver si 

existía conservación de los aminoácidos importantes en la catálisis. Tras todos los 

análisis, se solicitó la síntesis de los genes a la empresa Epoch Life Science. 

 

Una vez que se recibieron los genes por parte de la compañía, los cuales se 

encontraban en un vector de clonación pBluescript-II-SK(-) (Agilent Technologies ©), se 

transformaron los plásmidos en células quimiocompetentes DH5-α (Agilent 

Technologies ©) mediante choque térmico y se extrajo plásmido por el método de 

Fenol-Cloroformo. Con el plásmido obtenido, se liberó el gen del vector pBluescript-II-

SK(-), mediante el corte de las enzimas NdeI y XhoI por 2 horas; la digestión se analizó 

en un gel de agarosa al 1% y la banda que poseía el gen liberado se purificó utilizando 

el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen ©). Una vez purificado el fragmento, se subclonó 

en el vector de expresión pET-28b(+) (Novagen ®) previamente digerido con las 

mismas enzimas de restricción utilizadas para liberar el gen de interés. Las 

características del vector de expresión utilizado son: 1) respuesta del vector a la 

regulación por lacI y puede ser inducido por un inductor gratuito como el Isopropil-β-D-

1-tiogalactopiranósido (IPTG), provocando la transcripción por la ARN polimerasa del 

fago T7; 2) selección de las células transformantes mediante la resistencia al antibiótico  

kanamicina; 3) inserción de una etiqueta de histidinas en la región N-terminal de la 

proteína de interés; 4) presencia de una secuencia de reconocimiento para trombina 

(proteasa) en el extremo N-terminal de la región de expresión, lo que permite retirar 

posteriormente la etiqueta de histidinas. La inserción de la secuencia de histidinas 

facilita la detección y posterior purificación de la proteína sobreexpresada (ver más 

adelante).  

 

La subclonación se llevó a cabo mediante una reacción de ligación, incubando 

juntos tanto el vector de expresión como el gen tim durante 2 días a 16 °C en una 
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relación de in erto:vector de 5:1 en un volumen de 10 μL utilizando la T4 ADN ligasa 

(Novagen ®). Una vez terminada la reacción de ligación, se transformó a la cepa 

quimiocompetente E. coli DH5-α (Agilent Technologies ©) con el producto de ligación 

mediante choque térmico, seleccionando las transformantes mediante un medio LB 

suplementado con kanamicina (30 mg/mL). Posteriormente, se realizó la extracción de 

plásmido mediante el método de lisis alcalina fenol/cloroformo de una colonia 

seleccionada, se realizaron digestiones simples y dobles con las enzimas de restricción 

necesarias para liberar el fragmento y se corrieron éstos en geles de agarosa al 1% 

para observar si la colonia seleccionada tenía el plásmido deseado. Posteriormente se 

mandó a secuenciar para  determinar que el gen se encontrara en el sentido adecuado 

y en fase correcta de lectura. Para la secuenciación se utilizaron los oligonucleótidos 

del promotor/terminador de la T7 polimerasa. Tras el resultado positivo de la secuencia 

y sabiendo que el gen de interés se encontraba en la posición correcta, se transformó a 

la cepa de expresión E. coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen ©) mediante la técnica de 

choque térmico. 

 

Sobreexpresión de las enzimas 

 

Para analizar la sobreexpresión de las proteínas, inicialmente se realizaron pruebas 

ajustadas a un volumen pequeño con el fin de detectar si la proteína estaba siendo 

sobreexpresada. Las cepas se ensayaron con protocolos de sobreexpresión estándares 

que consistieron en crecer 10 mL de medio LB + kanamicina (30 mg mL-1) con el 

inóculo de una colonia de la cepa a analizar, incubar toda la noche a 37 ºC con 

agitación a 250 rpm. A partir de e te cultivo,  e inocularon 100 μL a otro tubo de 10 mL 

de medio LB + kanamicina (30 mg mL-1) y se creció a 37 ºC y 250 rpm hasta alcanzar 

una DO600 de ~0.6. Luego, el cultivo se indujo con 0.8 mM de IPTG y se incubó durante 

4 horas a 37 ºC y 250 rpm. Se cosechó 1 mL del cultivo mediante centrifugación a 

13000 rpm por 15 minutos, y las células fueron resuspendidas en líquido para 

sonicación (Tris base 100 mM, KCl 150 mM, EDTA 1 mM, pH 7.7) y posteriormente se 

lisaron por sonicación en frío (3 ciclos de 10 segundos con descansos de 10 segundos 

cada uno) y se centrifugaron a 15000 rpm por 15 minutos a 4 °C para recuperar la 

proteína  ubicada en el sobrenadante. Las pruebas se analizaron en geles de 
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poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes y fueron teñidos con azul de 

coomassie, cargando tanto el sobrenadante como el pellet después del centrifugado, 

para observar si la proteína se encontraba en la parte soluble o insoluble.  

 

Purificación de la enzima 

 

La purificación de las enzimas, en que se observó sobreexpresión, se realizó con un  

protocolo para volúmenes grandes, siendo el siguiente: se realizó a partir de una 

colonia transformada que posee el gen codificante para la TIM insertado en el vector de 

expresión (previamente secuenciado), realizando la inoculación en 10 ml de medio LB + 

kanamicina (30 mg mL-1), incubando toda la noche a 37 ºC con agitación a 250 rpm. A 

partir de este cultivo, se inoculó 1 mL a dos matraces que contenían 250 ml de medio 

LB + kanamicina (30 mg mL-1) respectivamente y se creció a 37 ºC y 250 rpm hasta 

alcanzar una DO600 de ~0.6-0.8. Posteriormente, los cultivos se indujeron con 0.8 mM 

de IPTG y se incubó durante 16 horas a 37 ºC y 250 rpm. Las células se cosecharon 

por centrifugación a 5000 rpm por 20 minutos, y fueron resuspendidas en amortiguador 

de fosfatos (NaH2PO4 35 mM, NaCl 300 mM, pH 8.0) con 5 mM de imidazol y 

posteriormente se lisaron por sonicación en frío (16 ciclos de 45 segundos con 

descansos de 45 segundos cada uno) y se centrifugaron a 15000 rpm por 15 minutos a 

4 °C para recuperar la proteína  ubicada en el sobrenadante.  

 

El sobrenadante recuperado (previamente filtrado), se pasó a una columna de 

afinidad Protino Ni-TED (Machererl-Nagel ©) (volumen de la columna cromatográfica: 

28.5 mL) acoplada a un sistema FPLC (GE ©) y equilibrada previamente con 

amortiguador de fosfatos con 5 mM de imidazol. La columna se lavó con 80 mL de 

amortiguador de fosfatos con 5 mM de imidazol y la proteína se eluyó con un gradiente 

de 180 mL de amortiguador NaH2PO4 35 mM + NaCl 300 mM + Imidazol 500 mM 

(gradiente de 0.25 mM de imidazol por cada mililitro de elución), las fracciones que 

presentaron una señal de UV a 280 nm mayor a 200 mUA fueron colectadas y 

concentradas para el paso posterior. La proteína concentrada se dializó contra 

amortiguador Tris 50 mM, CaCl2 10 mM para realizar el corte de la etiqueta de histidinas 

con la enzima trombina mediante el kit Thrombin CleanCleave (Sigma-Aldrich ©). Tras 



Materiales y métodos 

57 
 

un tiempo de corte de 4 horas, se recuperó a la proteína cortada y se inyectó a una 

columna Protino Ni-TED para retirar aquella enzima que no fue cortada. El gradiente 

ejecutado fue el mismo que en el paso inicial, pero ahora se recuperaron las fracciones 

iniciales que no se unieron a la columna, ya que en estas fracciones se encuentra la 

TIM sin etiqueta de histidinas. Los aminoácidos extras que quedan en la región N-

terminal después del corte son: Gli, Ser e His.  

 

Las fracciones recolectadas se concentraron y diializaron contra amortiguador 

Trietanolamina 10 mM, EDTA 1mM, DTT 1 mM, pH 8.0 (TED 10:1:1); posteriormente, 

se introdujo la proteína en una columna de intercambio iónico Mono Q (Pharmacia 

Biotech ®) acoplada a un sistema FPLC (GE ©) como último paso de purificación, la 

cual fue previamente equilibrada con 75 mL de amortiguador TED 10:1:1. La columna 

se lavó con 20 mL de amortiguador de TED 10:1:1  y la proteína se eluyó con un 

gradiente de 40 mL de amortiguador TED 10:1:1 con 1 M de NaCl (gradiente de 0.5 mM 

de aumento de NaCl por cada mL de elución), las fracciones que presentaron una señal 

de UV a 280 nm fueron colectadas, cuantificadas y se les realizó la medición de 

actividad catalítica. Las fracciones que presentaron una actividad máxima semejante, 

una pureza y concentración de proteína alta, fueron mezcladas y almacenadas a 4 ºC 

para la utilización en experimentos posteriores. En cada paso de la purificación se 

obtuvieron alícuotas del proceso para cuantificar la cantidad de proteína y medir su 

actividad catalítica, con lo que se construyeron las tablas de purificación 

correspondientes e identificar el rendimiento al final del procedimiento. 

 

Determinación de la concentración de proteína 

 

La concentración de proteína se determinó por su absorbancia a 280 nm. El coeficiente 

de absortividad molar (ε280) utilizado para la medición fue un valor teórico obtenido 

mediante el servidor ProtParam (Gasteiger et al., 2005) considerando la secuencia de 

proteína y las cisteínas en su forma reducida (Pace et al., 1995). Alternativamente, 

también se utilizó el método de cuantificación por ácido bicinconínico (BCA) (Bradley et 

al., 2007) y la concentración de proteína fue reportada en mg mL-1. 
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Determinación de la actividad enzimática y parámetros catalíticos 

 

La medición de la actividad catalítica para seguir los pasos de purificación, se determinó 

mediante un ensayo acoplado en la dirección G3P hacia DHAP (Gómez-Puyou et al., 

1995). En la transformación de G3P a DHAP por parte de la TIM, se acopla la reducción 

del DHAP hacia glicerol-3-fosfato catalizada por la α-glicerol 3-fosfato deshidrogenasa 

(α-GDH). La segunda reacción implica la oxidación de una molécula de NADH hacia 

NAD+, este último no absorbe a 340 nm por lo que se observa una disminución en la 

absorbancia. Así, por cada G3P transformado, se oxida un NADH. El Δ D. O. min-1 que 

se obtiene es posteriormente tran formado a μmol de DHAP formado min-1  mg-1 TIM, 

utilizando un coeficiente de absortividad molar a 340 nm (ε340) de 6 220 M-1 cm-1 para 

el NADH. En la figura 14 se muestra los pasos de la reacción acoplada: 
 

 

 

Figura 14. Reacción acoplada en dirección G3P a DHAP. La reacción es monitoreada por el decaimemto 

en la absorbancia del NADH (fuente: Pardo-Avila, 2011). 

 

La reacción se llevó a cabo en una mezcla de reacción con: 100 mM de 

trietanolamina, 10 mM de EDTA, 1 mM DTT pH 8.0, 1 mM de G3P, 0.2 mM de NADH y 

0.9 U de α-glicerol 3-fo fato de hidrogena a (α-GDH). La actividad se monitoreó 

espectrofotométricamente, siguiendo la disminución de la absorbancia del NADH a 340 

mm, a una temperatura de 25 °C. Las mediciones se realizaron en un 

espectrofotómetro Beckmam DU7500 termoregulado (Beckman Coulter  ©). La 

concentración de proteína que se utilizó para los ensayos fue de 5 ng/mL. Los 

resultados se expresaron como actividad e pecífica con unidade  de μmol min-1 mg-1. 

 

 Para la medición de los parámetros catalíticos, se utilizaron las mismas 

condiciones anteriores pero variando la concentración de sustrato (G3P) en el intervalo 

de 0.1 a 3 mM.  
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Determinación del estado de oligomerización 

 

La determinación del estado de asociación (oligomerización) de las enzimas 

estudiadas, se realizó mediante experimentos de cromatografía de exclusión molecular 

con una columna analítica Superdex 75 HR 10/30 (GE ©) acoplada a un sistema FPLC 

(GE ©). La elución de las enzimas se siguió con un detector de absorción de UV (UVA) 

(λ280). Previamente al corrimiento de las TIMs, se realizó una curva de calibración con 

las siguientes proteínas: albúmina (Peso molecular (PM): 66.3 kDa, Radio de Stokes 

(Rs): 33.9 Å), ovoalbúmina (PM: 43.5 kDa, Rs: 30.2 Å), anhidrasa carbónica (PM: 28.8 

kDa, Rs: 23.6 Å), lisozima (PM: 14.3 kDa, Rs: 20.0 Å), ribonucleasa (PM: 13.7 kDa, Rs: 

19.3 Å) y citocromo C (PM: 11.7 kDa, Rs: 17.0 Å). Se graficaron: 1) el volumen de 

elución vs. el Rs y 2) el volumen de elución vs. el logaritmo del PM; ambas series de 

datos se ajustaron a una regresión lineal y a partir de éstas se obtuvieron los valores 

necesarios para la determinación del estado oligomérico.  

 

Para el caso de las TIMs bacterianas, se utilizó el amortiguador trietanolamina 10 

mM + EDTA 1 mM + DTT 1mM, pH: 8.0. La concentración de proteína en los 

experimentos fue de 0.01, 0.1 y 0.5 mg mL-1 con 3 repeticiones para cada una de ellas, 

las cuales se promediaron. El Rs y PM se determinaron por la interpolación de los 

volúmenes de elución a la curva de calibración realizada previamente con las 6 

proteínas con Rs y PMs conocidos. La determinación del estado oligomérico se realizó 

dividiendo el PM experimental sobre el PM teórico y el número resultante redondeado 

fue la cantidad de monómeros asociados de la enzima.  

 

Mediciones espectroscópicas 

 

Dicroísmo Circular 

 

El Dicroísmo Circular (DC) es una técnica espectroscópica de absorción que provee 

información acerca de la estructura de macromoléculas biológicas. Un rayo de luz 

polarizado en un plano puede considerarse formado por dos componentes reunidos 
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circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes están en 

fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio ópticamente activo, cada 

componente interactua de manera diferente con los centros quirales de las moléculas 

presentes. La interacción de la radiación con la muestra induce un desfasamiento y un 

cambio de magnitud diferenciales en ambos componentes cirularmente polarizados de 

la luz, y estos fenómenos provocan una rotación del plano de polarización en un ángulo 

α y la distorsión de este plano genera una elipse. La rotación del plano y la diferente 

absorción de los componetes circularmente polarizados (dicroísmo circular) varían de 

acuerdo con la longitud de onda, pudiéndose obtener espectros de estos fenómenos, 

esto es, gráficas de la rotación o elipticidad contra la longitud de onda. Los espectros de 

dicroismo circular se obtienen generalmente en las regiones del ultravioleta cercano 

(250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) de la radiación electromagnética. En la región 

del ultravioleta cercano, los cromóforos más importantes son los grupos aromáticos de 

las cadenas laterales de triptofano, tirosina, y fenilalanina, así como los puentes 

disulfuro. Ya que la asimetría en estos grupos químicos, se debe exclusivamente a su 

entorno y como los residuos aromáticos se encuentran distribuidos en toda la 

macromolécula, los espectros en esta región son un reflejo de la conformación global 

de la proteína. Los espectros de dicroismo en la región del ultravioleta lejano, se deben 

principalmente a los enlaces amida que unen los residuos de los aminoácidos entre sí. 

La asimetría de estos cromóforos se debe al arreglo espacial de la cadena principal de 

la proteína, por lo cual, las señales de dicroismo circular se pueden interpretar (gracias 

al uso de algoritmos) en términos del contenido de estructura secundaria presentes, es 

decir, del porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformación estructural 

(hélice  α, hoja  β, giros y otros tipos estructurales) (Neumann y Snatzke, 1990).  

 

Los ensayos de Dicroísmo Circular (DC) se realizaron en un espectropolarímetro 

ChirascanTM (Applied Photophysics ©) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) 

para el control de temperatura. El espectro fue seguido de 180-250 nm de longitud de 

onda. La concentración de proteína utilizada para los espectros fue de 0.5 mg mL-1 y se 

realizó en un amortiguador de NaH2PO4 10 mM pH 8.0 a 25 ºC. Previamente se 

compararon los amortiguadores NaH2PO4 10 mM pH 8.0 y TEA 10 mM pH 8.0 para ver 

si la  utilización de uno y otro amortiguador provocaba algún cambio en la proteína, pero 
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como no se observaron diferencias entre éstos, se decidió utilizar en todos los 

experimentos, el amortiguador NaH2PO4 10 mM, ya que es un amortiguador que 

permite llegar a longitudes de onda más bajas que el TEA, amortiguador que genera 

más ruido en los espectros.  

 

Fluorescencia Intrínseca 

 

La fluorescencia es un proceso de emisión en el cual las moléculas son excitadas por la 

absorción de radiación electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado 

fundamental, liberando su exceso de energía en forma de fotones. Una vez excitada, la 

molécula pasara al modo vibracional de menor energía del estado excitado. El fotón 

emitido por fluorescencia tiene menos energía que el absorbido. Por tanto, posee una 

frecuencia menor y emite a mayor longitud de onda (Skoog et al., 2006). En las 

proteínas plegadas, la fluorescencia intrínseca es una mezcla de la fluorescencia 

individual de los residuos aromáticos: triptófano, tirosina y fenilalanina. Normalmente lo 

que se mide es la intensidad de la longitud de onda de emisión, entre 300 y 350 nm. 

Una longitud de onda de 280 nm excita tirosinas y triptófanos, mientras que una de 295 

nm excita principalmente a los triptófanos; el análisis comparativo de ambas emisiones 

puede sugerir cambios terciarios específicos en la proteína. La emisión de fluorescencia 

de los triptófanos depende mucho del ambiente en el que éstos se encuentren. Por 

ejemplo, en el estado nativo, los triptófanos se encuentran generalmente formando 

parte del núcleo hidrofóbico de las proteínas y por lo tanto está en regiones donde las 

moléculas de agua tienen poco acceso, lo que genera que el espectro de emisión del 

mismo se corra hacia el ultravioleta (corrimiento hacia el azul) con el máximo de 

emisión generalmente en 330 nm; en cambio, cuando se desnaturaliza la proteína,  el 

espectro se corre hacia el rojo (más cercano a 350 nm) ya que los triptófanos pasan a 

un ambiente acuoso (Vivian y Callis, 2001). 

 

Las mediciones de fluorescencia intrínseca (IF) se realizaron en un 

espectrofluorómetro PC1 (ISS ©) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience ®) para 

controlar la temperatura. La concentración de proteína en estos experimentos fue de 

0.2 mg mL-1. La temperatura de medición fue de 25 °C. Se utilizó una longitud de onda 
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de excitación de 295 nm y se midió la emisión en el intervalo de 310 a 410 nm, 

monitoreando la intensidad de fluorescencia cada 1 nm. El centro de masa espectral 

(CME) se calculó mediante: CME = ∑λlλ/∑lλ, donde lλ es la intensidad de fluorescencia 

para cada longitud de onda (λ). 

 

Determinación de la estabilidad a la dilución 

 

Para determinar la constante de disociación aparente ( di 

app
) de las enzimas, se 

realizaron experimentos de estabilidad a la dilución a 25 ºC. Las enzimas se incubaron 

a 15 diferente  concentracione  de proteína en el intervalo de 500 a 0.007 μg mL-1 (2 x 

10-04 – 2.8 x 10-10 M, aproximadamente). Tras 24 horas de incubación a 25 ºC, se midió 

la actividad catalítica de cada dilución a una concentración final de TIM de 5 ng mL-1 en 

la celda de reacción. Las condiciones para la medición fueron: amortiguador 100 mM de 

trietanolamina, 10 mM de EDTA, 1 mM DTT pH 8.0, 0.2 mM de NADH, 2 mM de G3P y 

0.9 U de α-GDH. Con la pendiente asociada al proceso, se calculó la actividad catalítica 

y se normalizó al valor máximo de actividad de acuerdo a cada enzima ensayada, 

graficando ésta contra la concentración de proteína utilizada en la incubación. La curva 

se ajustó a la ecuación 4 presentada más adelante. El valor de la constante de 

disociación es aparente ya que no se sabe si el proceso de dilución es reversible. 

 

Desnaturalización por temperatura 

 

Dicroísmo Circular 

 

La desnaturalización por temperatura de las TIMs bacterianas seguida por DC se 

realizó en un espectropolarímetro ChirascanTM (Applied Photophysics ©) acoplado a un 

sistema Peltier (PolyScience ®) para el control de temperatura y se determinó siguiendo 

el cambio en la señal de elipticidad a 195, 208 y 222 nm como función de la 

temperatura. El proceso se monitoreó tanto al calentar la proteína como al enfriar la 

misma desde 20 ºC hasta 90 ºC con la misma tasa de calentamiento (30, 90, 180 K hr-1, 

respectivamente). La concentración de proteína fue de 0.4 mg mL-1 y se probaron 

velocidades de barrido de 30, 90 y 180 K hr-1 en un amortiguador de NaH2PO4 10 mM 



Materiales y métodos 

63 
 

pH 8.0. Antes y después de cada desnaturalización se obtuvo un espectro de DC para 

observar el cambio en la señal provocado por el proceso de desnaturalización (180-250 

nm y en las mismas condiciones explicadas previamente).  

 

Calorimetría Diferencial de Barrido 

 

La desnaturalización seguida por técnicas espectroscópicas arroja información indirecta 

sobre los cambios energéticos en el proceso de plegamiento y desplegamiento de las 

proteínas, ya que los parámetros termodinámicos calculados se basan en un modelo. 

 

 La calorimetría diferencial de barrido (DSC) es una técnica experimental 

dinámica que nos permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una 

sustancia, cuando es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo 

determinado, o cuando es calentada a velocidad constante, en un determinado intervalo 

de temperatura. DSC es una técnica poderosa que permite caracterizar los cambios 

conformacionales en las proteínas inducidos por la temperatura, siendo la única técnica 

que es capaz de medir directamente la energética del proceso de 

plegamiento/desplegamiento de una proteína (Freire, 1995).  

 

Un calorímetro diferencial de barrido consiste básicamente en dos celdas: la 

celda de referencia (donde se coloca el amortiguador) y la celda de muestra (en la cual 

se deposita la proteína) (Privalov, 1980). Ambas celdas son simultáneamente 

calentadas a una tasa de calentamiento constante, de manera que la diferencia de 

temperatura entre ambas sea igual a cero; dado que la energía requerida para calentar 

a la proteína no es equivalente a la requerida para calentar el amortiguador, las celdas 

requieren diferente cantidad de energía para elevar su temperatura, por ello, el 

calorímetro aplica una potencia determinada a cada celda y la salida del instrumento es 

proporcional a la diferencia en la capacidad calorífica (Cp) entre las dos celdas, que 

resulta de la división de la potencia aplicada por el equipo entre la velocidad de barrido 

utilizada. Usualmente, el resultado muestra un pico (transición), la cual es atribuida a la 

absorción de calor asociada con la desnaturalización de la proteína (para proteínas 

complejas, pueden notarse varias transiciones). Los valores pre y postransición reflejan 
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las capacidades caloríficas parciales del estado nativo y desnaturalizado de la proteína, 

respectivamente (Ibarra-Molero y Sanchez-Ruiz, 2006).  

 

 El proceso de desnaturalización térmica en las TIMs bacterianas, también se 

siguió por Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC), utilizando el calorímetro capilar 

VP-Capillary DSC (Microcal ©) del Laboratorio de Termofísica de la Facultad de 

Química-UNAM en colaboración con el Dr. Miguel Costas Basín. Primero se probó si el 

proceso de desplegamiento térmico era reversible, para lo cual se calentó la proteína 

hasta el final de la transición a una velocidad de barrido de 90 K hr-1 (previamente se 

hizo una corrida hasta 90 ºC para determinar la temperatura de transición de cada 

proteína). Después de la primera traza, se recolectaron una segunda y tercera trazas 

para determinar la reversibilidad del proceso. La concentración de proteína fue de 0.4 

mg mL-1 en amortiguador NaH2PO4 10 mM. 

  

Para los experimentos de variación de la velocidad de barrido, se siguió el 

proceso de desnaturalización térmica de 20-90 ºC con 6 velocidades de barrido (30, 60, 

90, 120, 150 y 180 K hr-1), la concentración de proteína empleada en todos los 

experimentos fue de 0.4 mg mL-1 en amortiguador NaH2PO4 10 mM. En algunas 

proteínas (las que presentaron un desplegamiento térmico irreversible) se realizaron 

trazas calorimétricas en presencia de concentraciones variables de urea (0-2.0 M). Las 

corridas se realizaron a una velocidad de barrido de 90 K hr-1 y la concentración de 

proteína fue de 0.4 mg mL-1 en amortiguador NaH2PO4 10 mM. 

 

 Para las proteínas que presentaron un desplegamiento térmico reversible, se 

realizaron experimentos en el intervalo de 20-90 ºC a una misma velocidad de barrido 

(90 K hr-1) y variando la concentración de proteína de 0.2-2.0 mg mL-1. El amortiguador 

utilizado fue NaH2PO4 10 mM en todos los experimentos.  

 

Resolución de la estructura tridimensional 

 

La  determinación de la estructura tridimensional se realizó mediante la técnica de 

cristalografía de proteínas y difracción con rayos X en el laboratorio Nacional de 

Estructura de Macromoléculas del Instituto de Química-UNAM en colaboración con la 
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Dra. Adela Rodríguez Romero. Como primer paso, se analizaron las condiciones de 

cristalización de otras TIMs depositadas en el PDB. Como primeras pruebas de 

cristalización, se eligieron 42 condiciones distintas de los kits Crystal Screen I y II 

(Hampton Research ®) para ensayar cada proteína, todas a una concentración de 5.5 

mg mL-1, en amortiguador de Trietanolamina 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM y 150 mM 

de NaCl. Todas las pruebas se realizaron mediante el método de cristalización en fase 

de vapor con gota colgante. Cada condición de cri talización  e preparó con 500 μL de 

la solución cristalizante en el pozo y 3 μL de la proteína y 3 μL de solución cristalizante 

en un portaobjetos siliconizado; los pozos se sellaron con grasa de vacío e  incubaron 

en un cuarto de temperatura controlada a 18 ºC.  

 

 Tras 3 semanas de incubación, se observaron las placas que contenían las 

pruebas de cristalización y se eligieron un total de 12 condiciones donde se observó 

alguna formación cristalina (esférulos, agujas, minicristales, maclas, etc.), las cuales se 

utilizaron para hacer una matriz con 7 concentraciones de proteína distintas: 2.5, 3.0, 

3.5, 4.0, 4.5, 5.0 y 5.5 mg mL-1; además, en el pozo de cristalización, se colocaron 200 

μL de aceite mineral para di minuir la velocidad de formación de cri tale  y favorecer  u 

calidad. El método de cristalización y resto de las condiciones fueron las mismas 

utilizadas en las primeras pruebas colocadas. 

 

 En algunas proteínas donde se observó de nuevo formación cristalina pero sin 

tener la calidad necesaria para difractar, se probaron otras matrices de cristalización, 

variando la concentración de sales, agente precipitante y pH. Además se colocaron 

pruebas nuevas con soluciones ya ensayadas pero ahora con proteína recién 

purificada. Se probaron los cristales con buena calidad para difractar y en aquellos que 

produjeron un buen patrón de difracción y a buena resolución, se colectó el set 

completo de datos (realizado únicamente para DrTIM y CpTIM).  

 

La colecta se realizó en un ánodo rotatorio Rigaku Micromax-007 HF (Rigaku ©) 

con una longitud de onda de 1.54 Å y con un detector Rigaku Raxis IV++ (Rigaku ©). 

Después de la colecta de datos, se realizó la integración, reducción y escalamiento de 

los datos utilizando los programas XDS (Kabsch, 2010) y Scala, ubicado en la suite de 
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CCP4 (Winn et al., 2011). Para el set de datos de CpTIM, se continuó con todo el 

proceso de resolución de la estructura. Así, la obtención de las fases se hizo por 

reemplazo molecular y usando el programa Phaser (McCoy et al., 2007). Los ciclos de 

afinamiento se efectuaron con el programa Phenix (Adams et al., 2010). El modelo de la 

proteína se construyó con COOT (Emsley y Cowtan, 2004), utilizando los mapas Fo-Fc y 

2Fo-Fc. Al finalizar de construir el modelo de la proteína, se validó en el servidor del 

PDB (Bernstein et al., 1977) y MolProbity (Davis et al., 2007). Tras obtener una 

validación correcta, se depositó la estructura en la base de datos de proteínas 

(Bernstein et al., 1977), obteniendo un código PDB para ésta. 

 

Análisis de los datos 

 

Parámetros catalíticos. Los datos experimentales procedentes de las mediciones de 

actividad catalítica a diferentes concentraciones de sustrato, se ajustaron a una 

regresión no lineal como un modelo cinético de Michaelis-Menten para obtener los 

parámetros catalíticos KM y Vmax (ecuación 3): 

 

 

 

 

Para el cálculo de la eficiencia catalítica, se modificó el valor de la KM obtenida, 

considerando que sólo el 4% del G3P en solución tiene el sustrato aldehído no 

hidratado, única forma que la TIM es capaz de catalizar (relación 1:29) (Trentham et al., 

1969). 

 

Estabilidad a la dilución. La actividad catalítica normalizada se graficó en contra de la  

concentración de proteína utilizada en la incubación.  La fracción de enzima dimérica 

(XN) se expresó en función de la concentración de proteína (PT) (mg mL-1) a una 

temperatura (25 ºC) por medio de la ecuación 4 (Cisneros-Armas, 2003): 

 

 

  

 

(3) 

(4) 
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Como se observó la disociación por dilución a temperatura constante (25 ºC), la 

PT fue la variable independiente y se dejó la  di 

app
 (constante de disociación aparente) 

como parámetro de ajuste. Esto permitió calcular la energía libre de disociación (∆GDiss) 

a esa temperatura por medio de la ecuación 5 (Najera et al., 2003):  

 

 

 

Desnaturalización térmica seguida por DC. La señal de dicroísmo circular se ajustó a 

un modelo de dos estados con disociación N2 ↔ 2D, donde N2 representa al estado 

dimérico nativo y D indica el monómero desnaturalizado. Los datos se normalizaron por 

medio de la ecuación 6: 

 

 

 

donde fD es la fracción de proteína desnaturalizada, YobsT es la señal observada a 

esa temperatura, (YN + mNT) y (YD + mDT) son las ecuaciones del ajuste de las zonas 

pre y post transición a una recta (Y= ordenada al origen, m= pendiente y T= 

temperatura en K). La constante de equilibrio (Keq) en dirección nativo  desplegado se 

calculó como (ecuación 7): 

 

 

 

donde fD es la fracción de proteína desnaturalizada y PT es la concentración de 

proteína total expresada en moles de dímero. El valor de ∆G en cada punto  e calculó 

por la ecuación 8: 

 

 

donde Keq es la constante de equilibrio en el sentido nativo  desnaturalizado a 

cierta temperatura. Para calcular la entalpía de Van’t Hoff y la Tm, se construyó el 

gráfico del ln(Keq) vs. 1/T (K-1) y al ajustar los puntos experimentales a una línea recta, 

se multiplicó el valor de la pendiente por la constante universal de los gases (R) y el 

valor obtenido fue el ∆HVH expresado en kcal mol-1, el valor de la Tm se expresó en K.   

(5) 

(6) 

(7) 

(8) 



Materiales y métodos 

68 
 

 

Desnaturalización térmica seguida por DSC. En los experimentos de reversibilidad 

del proceso de desnaturalización térmica, las trazas se corrigieron por el tiempo de 

respuesta del equipo, se les restó la línea física y se normalizaron con respecto a la 

concentración de proteína. Posteriormente, se restó la línea base química para obtener 

la capacidad calorífica en exceso (<Cp
exc>) (ecuación 9). De las curvas normalizadas se 

obtuvieron lo  valore  de ∆Hcal y Tm las cuales se compararon entre las 3 distintas 

trazas realizadas con el fin de obtener el porcentaje de reversibilidad.  

 

 

 

 

El análisis de las endotermas se realizó en función de la reversibilidad 

observada:  

  

a) Proteínas cuyo desplegamiento térmico fue irreversible. 

 

Las trazas se corrigieron por el tiempo de respuesta del equipo, se substrajo la 

línea física y se normalizaron por concentración de proteína. Posteriormente las trazas 

se ajustaron a un modelo de dos estados irreversible (Lumry-Eyring): N  F,  donde N 

es el estado nativo y el cual mediante un solo paso, llega al estado final (F), incapaz de 

volverse a plegar al estado nativo; dicha conversión cinética de N a F está descrita por 

una constante de primer orden (k) que cambia con la temperatura. La capacidad 

calorífica en este modelo puede expresarse como (ecuación 10 y 11; Costas et al., 

2009; Lyubarev et al., 1998; Sanchez-Ruiz, 1992):  

 

 

 

 

 con: 

 

 

(9) 

(10) 

k 
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donde Tm es la temperatura correspondiente al máximo valor de la endoterma, T 

es la temperatura en un punto de la curva, ∆H es la entalpía de desnaturalización que 

se asume como constante y EA es la energía de activación del estado nativo al 

desnaturalizado. La señal del calorímetro se ajustó mediante la ecuación 12: 

 

 

 

 donde B1 es la ecuación 10, B2 es igual a: { 1-exp [exp (-x) ] } * (mT+b) (siendo 

mT+b la línea base pre-transición) y B3 es igual a: { exp [exp (-x) ] } * (mT+c) (siendo 

mT+c la línea base post-transición). 

 

Cálculo de la energía de activación 

 

De las trazas obtenidas a diferentes velocidades de barrido, se obtuvo el valor de 

la EA del estado nativo al desnaturalizado por cuatro métodos: 

 

1) Promedio de las trazas a distintas velocidades de barrido. Del valor obtenido al 

ajustar las trazas a un modelo de dos estados irreversible (Lumry–Eyring), 

obtenidas a diferentes velocidades de barrido, se promediaron las distintas 

magnitudes y éste correspondió al primer valor. 

 

2) Variación de la Tm con respecto a la velocidad de barrido. Este análisis es 

consistente con el efecto que tiene la velocidad de barrido (v) sobre la Tm, el 

cual, de acuerdo al modelo N  F, está dado por la ecuación 13 (Costas et al., 

2009): 

 

 

 

(12) 

(13) 

(11) 
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Con esta relación, se realizó el gráfico del ln(v/Tm
2) vs. 1/Tm, donde la 

pendiente multiplicada por la constante R, nos otorga el valor de la EA para 

cada proteína. 

 

3) Ancho de la traza en la parte de la transición. En el modelo de dos estados 

irreversible (Lumry–Eyring), hay una relación inversa entre el valor de la EA y 

el ancho de la transición calorimétrica (ecuación 14; Costas et al., 2009): 

 

 

 
 

donde W es el ancho de la transición calorimétrica a la mitad de la Tm; tras 

aplicar esta relación a cada velocidad de barrido y promediar los datos, se 

obtiene un valor de EA. 

 

4) Gráfico de Arrhenius. En el proceso de dos estados irreversible (Lumry–

Eyring) se asume que la conversión cinética de N a F está descrita por una 

constante de primer orden (k) que cambia con la temperatura de acuerdo a la 

ecuación de Arrhenius (15): 

 

 

  

 

 

donde T* es la temperatura en la cual k = 1 min-1 y T es la temperatura a la 

que se evalúa dicha magnitud. Al hacer el gráfico de ln k vs. 1/T para todas las 

velocidades de barrido y multiplicar el valor de la pendiente por R, obtenemos 

el valor de la EA para cada proteína. 

 

Cálculo de la m cinética 

 

El cálculo de la m cinética (m≠) se realizó a partir de experimentos en presencia 

de urea. Las trazas realizadas con urea fueron corregidas por el tiempo de respuesta 

del equipo, se normalizaron por concentración de proteína y se substrajo la línea física. 

(14) 

(15) 
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Posteriormente se ajustaron a un modelo de dos estados irreversible (Lumry–Eyring): N 

 F. De los resultados obtenidos del ajuste, se calculó el valor m cinético (m≠) (el efecto 

de la concentración de desnaturalizante sobre el cambio en la energía de activación y 

su relación con los correspondientes cambios en el ASA), mediante la expresión 16 

(Costas et al., 2009): 

 

 

 

 

 

El valor de la m de urea al equilibrio (meq) fue obtenido a través de una 

correlación para 45 proteínas en donde se graficó el cambio del área accesible (∆ASA) 

al solvente en el desplegamiento con la meq calculada (cal mol-1 M-1); la relación linear 

estuvo dada por la ecuación 17: 

 

 

 

 

donde el valor de ∆ASA utilizado fue un promedio del cálculo para otra  TIM  

reportadas previamente (62, 393 ± 555 Å2). El grado fraccional de exposición al 

solvente en el ET se calculó del cociente entre m≠/meq. El número de residuos 

desplegados en el ET se obtuvo con la relación: Nres*(m
≠/meq), Nres es el número de 

residuos de la proteína. 

 

b) Proteínas cuyo desplegamiento térmico fue reversible. 

 

Cálculo de la Tm y ∆H calorimétrico 

 

El análisis de estas curvas (y la obtención del ∆Hcal) se realizó siguiendo distintas 

estrategias:  

 

1) Modelo al equilibrio de dos estados con disociación. Las endotermas se 

corrigieron por el tiempo de respuesta del equipo, se substrajo la línea física  y 

se normalizaron por concentración de proteína. Posteriormente las trazas se 

(16) 

(17) 
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ajustaron a un modelo de dos estados con disociación N2 ⇌ 2D, donde N2 

representa al estado dimérico nativo y D indica el monómero desnaturalizado. 

La capacidad calorífica para este modelo puede expresarse como (ecuación 

18; Tellez et al., 2008):  

 

 

 

 

 

donde B0 es la intercepción de la pre-transición en el eje y, B1 es la pendiente 

de la pre-tran ición, ∆H e  el cambio en la entalpía del proceso y f es el 

cambio en la fracción molar de dímeros como función de la temperatura 

(calculada como f = [Proteína dimérica] / (2 * [Proteína total en la celda]). Esta 

ecuación es parte del programa de análisis y ajuste MicroCal Origin 7.0. 

 

2) Relación de Takahashi-Sturtevant. A partir de los experimentos realizados a 

diferentes concentraciones de proteína, se utilizó la ecuación 19 para calcular 

el ∆H de de plegamiento en cada proteína (Takahashi y Sturtevant, 1981): 

 

 

 
 

donde PT es la concentración de proteína total, b es una constante relacionada 

con el número de subunidades (n-1) y Tm es la temperatura donde el Cp
exc es 

máximo. Se construyó el gráfico ln (PT) vs. 1/Tm y los datos se ajustaron a una 

recta con pendiente igual a -∆H/R.  

 

Con estas dos aproximaciones, tuvimos un valor de Tm promedio para todas las 

traza  calorimétrica  en ayada  y do  valore  de ∆H calculado  por métodos distintos.  

 

 

 

 

(18) 

(19) 
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Cálculo del ∆Cp 

 

Se utilizaron cinco metodologías distintas: 

 

1) Programa MicroCal Origin 7.0. Las trazas a diferentes concentraciones de 

proteína fueron corregidas por el tiempo de respuesta del equipo y se 

substrajo la línea física. Utilizando el programa MicroCal Origin 7.0, se calculó 

el Cp absoluto (Cp

ab ) en cada una de ellas mediante la ecuación 20:  

 

 

 

donde ∆Cp (cal ºC-1) es la línea base muestra-amortiguador menos la línea 

base amortiguador-amortiguador, go es la concentración de la proteína en la 

solución (g mL-1), ρ es la densidad relativa del agua, Vo es el volumen nominal 

de la celda (mL), T es la temperatura en ºC, v es el volumen parcial específico 

de la proteína a esa temperatura (mL gm-1), α e  el coeficiente de expansión 

térmica de la proteína (1/ºC-1) y Cp

W 
 es la capacidad calorífica del agua por 

unidad de volumen (cal ºC-1 mL-1). Para cada proteína, se seleccionaron las 

líneas pre y post-transición las cuales corresponden al Cp nativo y 

desnaturalizado, respectivamente; a í, el ∆Cp se calculó al restar la recta del 

Cp nativo de la recta del Cp desnaturalizado. Se graficó la dependencia del 

∆Cp con respecto a la temperatura. El valor reportado de ∆Cp fue la magnitud 

obtenida en la Tm correspondiente a cada proteína.   

 

2) Método de Guzman-Casado et al., 2003. Las trazas a diferentes 

concentraciones de proteína se corrigieron por el tiempo de respuesta del 

equipo y se substrajo la línea física. Se obtuvo la capacidad calorífica 

aparente  C
p

app  para la parte nativa y desnaturalizada de cada proteína a 

partir de la ecuación 21:  

 
 

 
(21) 

(20) 
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donde C es la concentración de proteína (en mg mL-1), M es la masa 

molecular de la proteína (en g mol-1), V0 es el volumen de la celda 

calorimétrica (en mL), CpP y CpW son las capacidades caloríficas de la 

proteína y agua, respectivamente, y VP y VW son los volúmenes molares de la 

proteína y agua a una temperatura dada (la misma en que se expresa el 

(Cp

app). Los volúmenes molares de la proteína se calcularon mediante la 

correlación aminoacídica reportada por Makhatadze et al., 1990. Se 

construyeron los gráficos de (Cp

app) vs. concentración de proteína (a varias 

temperaturas tanto en la parte nativa como desnaturalizada) y se ajustaron a 

la ecuación de la recta donde la ordenada al origen es 0 y la pendiente es 

igual a (V0/M) * 10-3 (CpP – (VP/VW) * CpW), de la cual el valor de la capacidad 

calorífica puede calcularse. Posteriormente, se realizó la resta del Cp 

desnaturalizado menos el Cp nativo y  e graficó dicho ∆Cp con respecto a la 

temperatura. El valor utilizado de ∆Cp fue la magnitud en la Tm 

correspondiente a cada proteína (Guzman-Casado et al., 2003).   

 

3) Ajuste al modelo de 2 estados con disociación. El valor de ∆Cp utilizado fue el 

reportado al ajustar las trazas al modelo de dos estados con disociación 

explicado previamente (ecuación 17). 

 

4) Parametrización de Robertson-Murphy, 1997. Se consideró la correlación de 

estos autores en la que utilizan los parámetros determinados para 60 

proteínas y que tras el análisis de regresión lineal, establecen que el ∆Cp por 

residuo de proteína es igual a 13.9 ± 0.5 kcal (mol res)-1 K-1 (Robertson y 

Murphy, 1997). 

 
5) Correlación teórica de Milardi et al, 1997. Esta relación se basa en datos de 4 

proteínas distintas en la cual consideran la composición aminoacídica de 

cada una de ellas y con la que logran hacer una división de los componentes 

polares y no-polare  que contribuyen al valor del ∆Cp final (ecuación 22; 

Milardi et al., 1997): 
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donde:  

 

 a = -2.43877 + (0.023205 * NCH), 

 b = 0.00155241 - (0.0000489819 * NCH), 

 α = 1.94454 - (0.0702 * Nres),  

 β = -0.0599115 + (0.000867265 * Nres) 

 γ= 0.000429975 - (0.00000524359 * Nres). 

 

NCH = número de hidrógenos apolares y Nres = número de residuos en la 

proteína. Los resultados se calcularon con la fórmula previa, utilizando la 

información de cada proteína. 

  

Construcción de la curva de estabilidad. Con los valores promedio obtenidos de 

calorimetría (∆H, ∆Cp y Tm), se construyeron las curvas de estabilidad para las TIMs 

bacterianas cuyo proceso de desnaturalización térmica fue reversible, mediante el uso 

de la ecuación de Gibbs-Helmholtz (23):  

 

 

 

 

  

 

 

(22) 

(23) 
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 RESULTADOS 

 

Análisis filogenético del dominio Bacteria y elección de las TIMs a estudiar 

 

A partir del árbol filogenético publicado por Cicarelli y colaboradores (Cicarelli et al., 

2006), se ubicaron las especies bacterianas extantes donde ya se tienen algunos 

estudios previos de la TIM. Así, se observó que de los 20 fila de bacterias existentes, 

únicamente 5 fila han sido explorados. Con esta premisa, se trató de abarcar los fila 

restantes (y complementar algunos de los ya estudiados), realizando la elección con 

base a los eventos evolutivos clave que se propone, permitieron la diversificación de las 

bacterias y posteriormente su evolución y origen del ancestro Neomura, ancestro de los 

dominios Archaea y Eukarya (Cavalier-Smith, 2006a-b). Así, se eligieron 6 especies 

bacterianas como candidatas para estudiar las propiedades fisicoquímicas de la TIM 

que poseen. Con el total de especies elegidas, se abarcaron 6 de los 22 fila presentes 

en el dominio Bacteria (todos ellos presentes en 6 de los 7 supertaxones bacterianos), 

lo que corresponde a un 30% del total de los fila. La ubicación de las especies elegidas 

en el árbol filogenético de los 3 dominios de la vida, se muestra en la figura 15. 

 
 

Figura 15. Árbol filogenético de los 3 dominios de los seres vivos señalando las especies seleccionadas 

para el estudio de su TIM. En cuadros amarillos se indican los fila donde se seleccionaron las especies 

trabajadas en el presente proyecto y cuyos nombres están indicados en cuadros oscuros. 
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Las especies selecccionadas y algunas de sus características se describen a 

continuación:  

 

1. Deinococcus radiodurans 

 

Deinococcus radiodurans (antes Micrococcus radiodurans) es un microorganismo 

quimiorganotrofo extremófilo altamente resistente a la radiación, sólo es superado en 

resistencia a la radiación por la arquea Thermococcus gammatolerans.  

 

Esta bacteria pertenece al supertaxón Eobacteria, filo: Deinococcus-Thermus, 

orden: Deinococcales, familia: Deinococcaceae y género: Deinococcus (Brenner et al., 

2005). D. radiodurans está relacionada directamente con miembros de Chloroflexi, que 

en conjunto a este filo, se consideran las bacterias más primitivas (Cavalier-Smith, 

2006a). 

 
 

Figura 16. Micrografía de la bacteria Deinococcus radiodurans (técnica: microscopía electrónica de 

transmisión con modificación de color por computadora; fuente: http://www.emsl.pnl.gov). 

 

D. radiodurans tiñe como grampositiva, pero la composición de la pared (y el 

número de membranas) es del tipo de gramnegativas; la razón de e ta tinción “anormal” 

se debe a que la composición química de su pared es distinta, lo que provoca la 

captación del primer colorante, y aunque la capa de peptidoglicano es delgada, su 

composición permite la fijación de dicho colorante y su observación como grampositiva, 

a pesar de que morfológicamente parezca más una bacteria gramnegativa (figura 16). 
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Algunas características estructurales y fisiológicas de este microorganismo son: 

su membrana externa carece de lipopolisacáridos, posee la proteína Omp85 (un 

componente clave en la evolución bacteriana, ya que indica que esta bacteria posee el 

mecanismo de inserción de proteínas en la membrana externa. La bacteria carece de 

flagelos y endosporas y su movilidad es realizada por deslizamiento (movilidad tipo 

gliding). 

 

 D. radiodurans presenta citocromo c, clorosomas y realiza fotosíntesis 

anoxigénica. Otra característica relevante del microorganismo es su alta resistencia a la 

radiación: mientras que una dosis de 10 Gy es suficiente para matar a un ser humano, y 

una dosis de 60 Gy es capaz de matar todas células en una colonia de E. coli, D. 

radiodurans puede resistir una dosis instantánea de hasta 5000 Gy sin pérdida de 

viabilidad, y dosis de hasta 15000 Gy con un 37% de pérdida de viabilidad. Además, 

puede sobrevivir en condiciones de calor, frío, deshidratación, vacío y ácido  (Mattimore 

y Battista, 1996).  

 

D. radiodurans se ha utilizado en biorremediación para consumir y digerir 

disolventes y metales pesados, incluso en espacios altamente radiactivos (Brim et al., 

2000).  

 

2. Nostoc punctiforme 

 

Es una bacteria gramnegativa cocoide de color verdoso; forma colonias esféricas 

compuestas de filamentos (tricomas). Pertenece al supertaxón Glicobacteria, filo: 

Cianobacteria, orden: Nostocales, familia: Nostocacea y género: Nostoc (Brenner et al., 

2005). Sus colonias son esféricas de superficie lisa sobre el agar, de aspecto 

mucilaginoso y de color desde verde oliva a verde oscuro casi negro. Al microscopio se 

observan masas densas de filamentos envueltos en una vaina. Células casi esféricas 

con un diámetro medio 4.3 μm, con heteroci to   obre aliendo de e a  ma a , 

 emie férico  y con un diámetro de 4.2 μm y una longitud de 3μm (figura 17) (Abbot et 

al., 1989).  
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Figura 17. Micrografía de un filamento de la bacteria Nostoc punctiforme (técnica: microscopía de 

contraste de fases; fuente: http://www.ccala.butbn.cas.cz). 

 

 Algunas características de esta bacteria son: contiene clorofilas tipo a y b, así 

como ficobilisomas, es capaz de realizar fotosíntesis oxigénica, lo cual permitió la 

formación de una atmósfera oxidante. Presenta además los heterocistes, que contienen 

la maquinaria de fijación del nitrógeno. Evolutivamente, son los primeros organismos 

después de la revolución glicobacteriana que dio surgimiento a las bacterias 

gramnegativas con pared de peptidoglicano, además se cree que dio origen por 

endosimbiosis a los plastos. Su membrana externa presenta inserciones de moléculas 

complejas de lipopolisacáridos además de hopanoides (agentes reforzantes de las 

membranas) (Cavalier-Smith, 2006a-b). 

 

3. Gemmata obscuriglobus 

 

Es una bacteria perteneciente al supertaxón Glicobacteria, filo: Planctomycetes, orden: 

Planctomycetacia, familia: Planctomycetaceae y género: Gemmata. Tienen forma de 

ovoide que se une a una especie de tallo y se reproduce por gemación. El ciclo 

biológico implica la alternancia entre células sésiles y flageladas (Brenner et al., 2005). 
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Figura 18. Micrografía de la bacteria Gemmata obscuriglobus (técnica: microscopía electrónica de 

transmisión con modificación de color por computadora –en verde se muestran algunos compartimentos 

asociados a membranas internas y en morado se indica el ADN bacteriano-; fuente: 

http://www.emsl.pnl.gov). 

 

 Entre sus características metabólicas y estructurales relevantes se encuentran: 

estructuralmente contiene una región del ADN que está separado del resto de la célula 

por dos membranas nucleares (figura 18), además hay otros dos compartimientos 

separados por membranas: riboplasma (o pirelulosoma) que contiene ribosomas con 

las proteínas asociadas y parifoplasma que no contiene ribosomas. Carece de mureína 

en su pared celular, en su lugar, las paredes se componen de una glicoproteína rica en 

glutamato y lípido  llamado  “ladderano ”. Alguno  gene  e enciale  de la bacteria no 

se organizan en operones, posee genes que son similares a los que poseen los 

organismos eucariontes como la integrina alfa-V. Todas estas características la hacen 

interesante en cuanto a su relevancia evolutiva (Fuerst y Weeb, 1991). 

 

4. Azotobacter vinelandii 

 

Azotobacter vinelandii es una bacteria gramnegativa quimiorganotrófica. Pertenece al 

supertaxón Glicobacteria, filo: Proteobacteria, clase: Gammaproteobacteria, orden: 

Pseudomonadales, familia: Pseudomonadaceae, género: Azotobacter (Brenner et al., 

2005). 
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Figura 19. Micrografía de la bacteria Azotobacter vinelandii en estado quiste (técnica: microscopía 

electrónica de transmisión; fuente: http://www.emsl.pnl.gov). 

 

Se reproduce por fisión binaria, vive en suelos y en sistemas de agua dulce y 

salada, presenta  células ovoides y grandes de 1,5 a 2 µm de diámetro, pleomórficas, 

variando su morfología desde bacilos hasta cocos. A. vinelandii es poliploide (posee 

varias copias de su cromosoma) (Wong y Yao, 1994). 

 

Las capacidades metabólicas y genéticas por las que A. vinelandii ha sido y es 

objeto de estudio son: fija nitrógeno atmosférico en presencia de oxígeno por tres 

sistemas diferentes de nitrogenasas. Posee mecanismos de protección de la 

nitrogenasa. Posee una alta capacidad respiratoria que en condiciones diazotróficas o 

de fijación de nitrógeno es hasta 10 veces más alta que la de E. coli. Produce dos 

polímeros de uso industrial: el polisacárido extracelular alginato y el poliéster 

intracelular polihidroxibutirato. Sufre un proceso de diferenciación morfológica para 

formar quistes resistentes a la desecación (figura 19). Evolutivamente es de las 

primeras bacterias con flagelos y proteínas transportadoras en membrana 

(http://www.azotobacter.org/). 

. 

 

 



Resultados 

82 
 

5. Clostridium perfringens 

 

Clostridium perfringens es una bacteria anaérobica grampositiva, inmóvil y formadora 

de esporas (figura 20) que se encuentra en los intestinos de los seres humanos y de 

varios animales homeotermos, en el suelo, en el agua, en los alimentos (sobre todo en 

las carnes que no están bien cocinadas), entre otros. Pertenece al supertaxón 

Posibacteria, filo: Firmicutes, clase: Clostridia, orden: Costridiales, familia: 

Clostridiaceae y género: Clostridium (Brenner et al., 2005). 

 

 
 

Figura 20. Micrografía de la bacteria Clostridium perfringens (técnica: microscopía electrónica de barrido 

con modificación de color por computadora –en rosa se indican los bacilos bacterianos y en amarillo se 

indica el biofilm producido por las bacterias-; fuente: www.emsl.pnl.gov). 

 

Esta bacteria produce toxinas que pueden causar enfermedades como la 

enteritis necrótica o la gangrena gaseosa. En la gangrena gaseosa, Clostridium 

perfringens provoca destrucción en los tejidos infectados si persiste. Esto es provocado 

por la liberación de exoenzimas específicos que atacan a las moléculas constituyentes 

de los tejidos de animales: fosfolipasas, hemolisinas, colagenasas, proteasas, que 

provocan la putrefacción del tejido acompañada de una producción de gas, y de ahí su 

nombre ("gaseosa") (Brook, 2007). Evolutivamente es de las primeras bacterias donde 

existe hipertrofia de la pared de peptiglicano y pérdida de la membrana externa, 

generando al grupo de las grampositivas, además forma endosporas (Wells y Wilkins, 

1996). 
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6. Streptomyces coelicor 

 

Streptomyces coelicor es una bacteria perteneciente al género más extenso de 

actinobacterias, un grupo de bacterias grampositivas de contenido GC generalmente 

alto. Se encuentra predominantemente en suelos y en la vegetación descompuesta. Se 

di tinguen por el olor a “tierra húmeda” que de prenden, re ultado de la producción de 

un metabolito volátil, la geosmina. Pertenece al supertaxón Posibacteria, filo: 

Actinobacteria, orden: Actinomycetales, suborden: Streptomycineae, familia: 

Streptomycetaceae y género: Streptomyces (Brenner et al., 2005). El genoma completo 

de S. coelicolor  A3, fue publicado en 2002. En esa fecha era el genoma bacteriano 

más grande conocido (Bentley et al., 2002). 

 

 
 

Figura 21. Micrografía de la bacteria Streptomyces coelicolor (técnica: microscopía electrónica de barrido 

–se puede identificar la morfología cocácea característica de la bacteria y los filamentos producidos por las 

mismas-; fuente: http://www.jic.ac.uk). 

 

Esta bacteria presenta características de coco grampositivo, aerobio, no móvil, 

no productor de esporas. Su crecimiento es en colonias filamentosas y ciclo celular 

lento (figura 21) (Brenner et al., 2005). Estructuralmente su ADN tiene contenido de G-C 

alto y un único cromosoma lineal (Bentley et al., 2002). Evolutivamente, son las 

primeras bacterias que presentan  proteosomas y síntesis de fosfatidilinositol. 

Pertenece al grupo de las Actinobacterias, que se consideran las bacterias más 

“evolucionada ”, ance tro  del organi mo Neomura, origen de los eucariontes y 

arqueas (Cavalier-Smith, 2006a-b).  
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Biotecnológicamente se utiliza para la producción de metabolitos secundarios 

como antibióticos e inmunosupresores, además se ha utilizado como un organismo 

para la expresión de proteínas en sistemas heterólogos (Watve et al., 2001). 

 

Análisis de las secuencias de la TIM y obtención de los genes 

 

Después de elegir las seis especies bacterianas para el estudio de la TIM que poseen, 

se prosiguió a obtener las secuencias de los genes de la base de datos del NCBI y se 

alinearon con una secuencia tipo (E. coli) para analizar si tenían alguna particularidad 

(por ejemplo, gaps grandes, aminoácidos no conservados en el sitio catalítico, etc.). El 

alineamiento se muestra en la figura 22: 

 

Figura 22. Alineamiento múltiple de las secuencias en aminoácidos de la TIM de las 6 especies 

bacterianas elegidas, en comparación con la secuencia de E. coli. Se muestran resaltados los 

aminoácidos catalíticos conservados, en rojo la Lisina-11, en amarillo la Histidina-95 y en verde el Ácido 

Glutámico-167 (numeración de EcTIM) (alineamiento generado con el programa MAFFT 7.0: Katoh y 

Standley, 2013). 



Resultados 

85 
 

Posteriormente, se analizaron algunas de sus propiedades fisicoquímicas (tabla 

4) y  el número de residuos de cisteína, prolina y triptófano de las TIMs elegidas (tabla 

5). La cisteína interviene en la posible  formación de puentes disulfuro; la prolina puede 

generar algunas complicaciones en la cinética del plegamiento, mientras que  el 

triptófano es importante para estudios de fluorescencia.  

 

Tabla 4. Características fisicoquímicas de las TIMs bacterianas elegidas. 

 

TIM (especie) 

Número 

de 

residuos  

Peso molecular 

del monómero 

(Da) 

Punto 

isoeléctrico 

Coeficiente de 

absortividad molar 

ε280nm (M
-1

 cm
-1

) 

Volumen   

(Ȧ
3
) 

Deinococcus radiodurans 

(DrTIM) 
247 25592.86 4.93 25565 30966 

Nostoc punctiforme 

(NpTIM) 
246 27052.72 5.01 22585 32731 

Azotobacter vinelandii 

(AvTIM) 
251 26029.84 5.84 18700 31495 

Gemmata obscuriglobus 

(GoTIM) 
252 27024.92 6.35 25565 32699 

Clostridium perfringens 

(CpTIM) 
251 27339.26 5.08 20315 33079 

Streptomyces coelicolor 

(ScoTIM) 
261 28017.76 5.28 24660 33901 

 

Tabla 5. Número de ciertos aminoácidos en las secuencias de las TIMs seleccionadas. 

 

TIM 
Número de 

Cisteínas 

Número de 

Prolinas 

Número de 

Triptófanos 

DrTIM 3 10 3 

NpTIM 3 11 3 

AvTIM 5 10 2 

GoTIM 3 11 3 

CpTIM 6 7 2 

ScoTIM 4 6 2 
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El porcentaje de identidad entre estas 6 secuencias elegidas se muestra en la 

figura 25: 

 

Tabla 4. Porcentaje de identidad entre las secuencias de aminoácidos de las TIMs bacterianas elegidas. 
 

TIM/TIM Dr TIM Np TIM AvTIM Go TIM Cp TIM Sco TIM

Dr TIM 100

Np TIM 36 100

AvTIM 39 72 100

Go TIM 36 37 46 100

Cp TIM 40 45 40 43 100

Sco TIM 47 43 38 43 51 100

 
 

Subclonación de los genes en un vector de expresión 

 

Una vez que se recibieron los genes adquiridos de la compañía Epoch Life Sciene, los 

cuales se encontraban en un vector de clonación pBluescript-II-SK(-), se liberó el gen 

de este vector mediante el corte de las enzimas NdeI y XhoI y se subclonó en el vector 

de expresión pET-28b(+) previamente digeridos. Tras la ligación se analizó la 

construcción con digestiones sencillas y dobles (figura 23) (por simplicidad, sólo se 

muestra el caso para DrTIM, ya que en las demás TIMs se observó el mismo patrón). 
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Figura 23. Digestiones de la construcción del gen tim + el vector de expresión pET-28b(+). Marcador de 

peso molecular (2-Log DNA Ladder, New England BioLabs ®) (1), digestión de la construcción tim + pET-

28b(+) con la enzima NdeI (2), digestión de la construcción tim + pET-28b(+) con la enzima XhoI (3), 

digestión de la construcción tim + pET-28b(+) con las enzimas NdeI y XhoI (4).  

 

Después de mandar a secuenciar las construcciones de las 6 TIMs subclonadas, 

y de analizar que las secuencias estaban en fase y sin ninguna mutación, se procedió a 

sobreexpresar las enzimas. 

 

Sobreexpresión de las enzimas 

 

Para observar la sobreexpresión de las proteínas, inicialmente se realizaron pruebas en 

volumen pequeño. Tras la realización de éstas, se encontró que 5 de las 6 proteínas a 

trabajar se sobreexpresan de manera correcta y su peso corresponde al esperado de 

acuerdo a la secuencia aminoacídica (a pesar de que las células que sobreexpresan 2 

de ellas –NpTIM y GoTIM- presenten resistencia a la sonicación, cuestión que se 

discutirá más adelante) (figura 24).  

 

 
 

Figura 24. Pruebas de sobreexpresión de las TIMs bacterianas. Control sin transformar (1), control sin 

inducir (2), TIM de Saccharomyces cerevisiae (ScTIM) (3), sobreexpresión de DrTIM (4), sobreexpresión 

de NpTIM (5), sobreexpresión de GoTIM (6), sobreexpresión de CpTIM (7), sobreexpresión de ScoTIM 

(8), extracto total después de inducir la cepa que contiene el gen codificante de AvTIM donde se observa 

la falta de sobreexpresión (9). 
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Como se puede ver, no fue posible sobreexpresar a AvTIM en estas condiciones 

(figura 24), por lo que se diseñaron diversos protocolos de sobreexpresión. Se 

realizaron un total de 38 pruebas de expresión con las siguientes variaciones (una única 

variación por prueba, dejando todas las condiciones restantes igual a las estándares):  

 

 Concentración de IPTG: 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 y 10 mM. 

 Temperatura: 15, 20, 25, 30, 37 y 40 ºC. 

 Densidad óptica del cultivo en el momento de la inducción: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 

1.2, 1.4 y 1.6. 

 Inducción con lactosa: concentración de 1, 5, 10 y 20 mg mL-1. 

 Tiempo de inducción: 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas. 

 

A pesar de todas las variaciones, en ninguna de ellas se logró la sobreexpresión 

de la enzima, por lo que se decidió cambiar de cepa de expresión y se realizaron 

pruebas con un total de 9 cepas (Agilent Technologies ©):  

 

 E. coli ER 2566: cepa deficiente de proteasas. 

 E. coli LMG 194: cepa deficiente de proteasas y con crecimiento lento. 

 E. coli BL21(DE3)pLysS: cepa con un control extra (lisozima) de expresión de la 

polimerasa T7. 

 E. coli Rosseta Δnag: cepa que cuenta con tARNs para codones raros. 

 E. coli BL21 A1: cepa con un sistema de expresión de la ADN polimerasa basado 

en arabinosa. 

 E. coli BL21pLysS Gold: cepa con una polimerasa constitutiva y sin el control del 

sistema lac. 

 E. coli OverExpress(tm) C41(DE3): cepa modificada para tolerar proteínas 

tóxicas. 

 E. coli BL21 ★Δnag pRARE: cepa que cuenta con tARNs para codones raros y 

una ADN polimerasa independiente de la inducción con lactosa e IPTG. 

 E. coli Δnag pC(+): cepa que cuenta con una mutación en una ARNsa lo que 

evita la formación del sistema de degradosoma. 
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Las cepas se ensayaron con protocolos de sobreexpresión estándares y también 

con variaciones de IPTG: 0.2, 0.6, 1.2 y 2 mM, variaciones de temperatura: 20, 25 y 30 

ºC y DO600 al momento de inducir de: 0.2, 0.8 y 1.2, todas fueron analizadas en geles 

de poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturalizantes teñidos con azul de 

coomassie. Al analizar los resultados, se encontró que en ninguna de las cepas y bajo 

ninguna condición, se logró observar la expresión de AvTIM como se puede observar 

en un gel tipo que se muestra en la figura 25: 

 

 
 

Figura 25. Pruebas de sobreexpresión para AvTIM. Control sin transformar (1), control sin inducir (2), 

ScTIM (3), sobreexpresión positiva de DrTIM  (4), prueba de sobreexpresión con 2 mM de IPTG (5), 

prueba de sobreexpresión con 5 mM de IPTG (6), prueba de sobreexpresión incubada a 20 ºC (7), 

prueba de sobreexpresión incubada a 30 ºC (8), prueba de sobreexpresión inducida a una DO de 0.4 (9), 

prueba de sobreexpresión inducida a una DO de 1.0 (10). 

 

Así, con todas las cepas y condiciones exploradas, se contabilizan un total de 

137 pruebas de expresión realizadas, en ninguna de las cuales se obtuvo 

sobreexpresión. Debido a la falta de éxito en la sobreexpresión para AvTIM, se decidió 

cambiar el gen a otro vector de expresión.  La elección fue el pET-22a (Novagen ®) que 

tiene los mismos sitios de multiclonación que el vector usado previamente, por lo cual 

se utilizaron las mismas enzimas de restricción para liberar el fragmento, la única 

diferencia es que el vector presente, no coloca una etiqueta de histidinas como lo hace 

el pET-28b(+). La subclonación se realizó como en las otras TIMs y tras realizar la 

ligación, ésta se analizó por doble digestión con las enzimas NdeI y XhoI (figura 26). El 
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proceso se repitió para el vector pET28-b(+) como control. Se mandaron a secuenciar 

ambas construcciones y tras el resultado positivo de la secuencia y sabiendo que el gen 

de interés se encontraba en la posición correcta (en los dos vectores), se probó la 

sobreexpresión de la enzima.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 26. Digestiones de la construcción del gen avtim + el vector de expresión pET-22a. Marcador de 

peso molecular (2-Log DNA Ladder, New England BioLabs ®) (1), plásmido superenrollado (2), digestión 

de la construcción tim + pET-22a con la enzima NdeI (3), digestión de la construcción tim + pET-22a con 

la enzima XhoI (4), digestión de la construcción tim + pET-22a con las enzimas NdeI y XhoI (5).  

 

Se realizaron pruebas de sobreexpresión de esta enzima en volúmenes 

pequeños, y se observó la sobreexpresión únicamente en el vector pET-22a (figura 27), 

ya que en el vector pET-28b(+) no se pudo cumplir el objetivo; es probable que la 

etiqueta de histidinas presente una interacción desfavorable en conjunto con el resto de 

la proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

PM (kb) 

10 
8 
6 
5 
4 
3 

2 

1.5 

1.2 
1.0 
0.9 

0.7 
0.8 

0.6 
0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 

1       2   3   4   5 



Resultados 

91 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 27. Pruebas de sobreexpresión para AvTIM. Marcador de peso molecular (DrTIM) (1), 

sobrenadante del control sin inducir (2), pellet del control sin inducir (3), pellet de AvTIM en pET-22a (4), 

sobrenadante de AvTIM en pET-22a (5). 

 

Si bien se logró sobreexpresar la 6° TIM bacteriana, tuvimos el problema de que 

la proteína no estaba en la parte soluble del sonicado, lo que nos hizo pensar que la 

enzima se depositaba en cuerpos de inclusión. Al saber esto, se prosiguió a solubilizar 

la  proteína, para esto, se probaron varios métodos de desnaturalización - 

renaturalización, los cuales se presentan en seguida:  

 

1. Solubilizar la pastilla con 100 mM de NaCl y amortiguador TED 10:1:1. 

2. Solubilizar la pastilla en 8 M de Urea y luego dializar contra amortiguador TED 

10:1:1 para retirar la urea. 

3. Solubilizar la pastilla en 6 M de urea y luego dializar contra amortiguador TED 

10:1:1 para retirar la urea. 

4. Solubilizar la pastilla en 8 M de urea y dializar progresivamente en intervalos 

decrecientes de urea hasta llegar a 0 M de urea. 

5. Solubilizar la pastilla en 8 M de urea y dializar progresivamente cada 1 M de 

urea menos que la concentración anterior hasta llegar a 0 M de urea, además 

en cada amortiguador de diálisis se agregó 100 mM de arginina para ayudar a 

la solubilización de la enzima. 

6. Solubilizar la pastilla en 1 M de urea y dializar progresivamente cada 1 M de 

urea más que la concentración anterior hasta llegar a 8 M y luego regresar en 

sentido inverso hasta llegar a 0 M de urea.  

1 2 3 4 5 
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7. Solubilizar la pastilla en 6 M de GdnHCl y luego dializar contra amortiguador 

TED 10:1:1 para retirar el GdnHCl. 

8. Solubilizar la pastilla en 6 M de GdnHCl y dializar progresivamente cada 1 M 

de GdnHCl menos que la concentración anterior hasta llegar a 0 M de 

GdnHCl. 

9. Solubilizar la pastilla en 6 M de GdnHCl y dializar progresivamente cada 1 M 

de GdnHCl menos que la concentración anterior hasta llegar a 0 M, además 

en cada amortiguador de diáisis se agregó 100 mM de arginina para ayudar a 

la solubilización de la enzima. 

 

10. Solubilizar la pastilla en 1 M de GdnHCl y dializar progresivamente 

aumentando en casa paso en 1 M de GdnHCl más que la concentración 

anterior hasta llegar a 6 M y luego regresar en sentido inverso hasta llegar a 0 

M de GdnHCl.  

 

Tras haber realizado todas estas opciones, encontramos que ningún método 

logró solubilizar proteína que se encontraba en los cuerpos de inclusión (figura 28), ya 

que o se dificultaba la solubilización de la pastilla o al dializar la proteína, ésta se 

agregaba y se perdía en estos agregados, encontrando en la parte soluble alrededor de 

0.4 mg de proteína total en el mejor de los casos, por lo que era proteína insuficiente 

para trabajar en los ensayos posteriores. Además, tampoco funcionó disminuir los 

tiempos de inducción para obtener una proteína soluble (figura 28). Por estas razones, 

se decidió dejar a un lado la purificación de esta enzima y dedicar el trabajo a las otras 

cinco proteínas que se podían purificar en buena cantidad y de forma homogénea. 
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Figura 28. Lisis celular y sobreexpresión de AvTIM. Extracto total de la enzima sin centrifugar tras la lisis 

con sonicación (1), sobrenadante del lisado a 8 horas de inducción (2), sobrenadante del lisado a 4 horas 

de inducción (3), sobrenadante del lisado a 2 horas de inducción (4), precipitado tras la solubilización con 

urea 8 M (5), sobrenadante tras la solubilización con GdnHCl más 100 mM de arginina (6). 

5 4 3 2 1 6 
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Purificación de las enzimas 

 

Los pasos de purificación de las 5 enzimas se siguieron por cromatografía acoplada a 

FPLC. Un ejemplo de cada paso de purificación a través de columnas de cromatografía 

(para DrTIM), se muestran en las figuras 29-31. 

  

 
 

Figura 29. Cromatograma del primer paso de purificación para DrTIM utilizando una columna de afinidad 

Protino Ni-TED. El pico a los 95-125 mL muestra la elución de la proteína deseada con etiqueta de 

histidinas. Amortiguador de elución: NaH2PO4 35 mM + NaCl 300 mM + Imidazol 500 mM, pH: 8.0. 
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Figura 30. Cromatograma del tercer paso de purificación para DrTIM utilizando una columna de afinidad 

Protino Ni-TED. Se muestra el cromatograma al pasar la proteína después de realizar el corte con el kit 

de trombina. El pico a los 16-40 mL muestra la elución de la proteína deseada sin etiqueta de histidinas. 

Amortiguador de elución: NaH2PO4 35 mM + NaCl 300 mM + Imidazol 500 mM, pH: 8.0. 

 

 
 

Figura 31. Cromatograma del cuarto paso de purificación para DrTIM utilizando una columna de 

intercambio aniónico Mono Q. El pico a los 48-52 mL muestra la elución de la proteína deseada. 

Amortiguador de elución: Trietanolamina 10 mM + EDTA 1 mM + DTT 1mM + NaCl 1 M, pH: 8.0. 
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El proceso completo de purificación se siguió en cada paso mediante geles de 

poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturalizantes y por medición de actividad 

específica. El protocolo estándar de purificación antes descrito  fue útil para DrTIM, 

CpTIM y ScoTIM, un gel representativo del proceso de purificación y las tablas de 

purificación de cada enzima se muestran en la figura 32 y tablas 6-8, respectivamente. 

 

 

 
 

Figura 32. Pasos de purificación para DrTIM. Marcador de peso molecular (1), control sin inducir (2), 

extracto total (3), pastilla después de sonicar (4),sobrenadante después de sonicar (antes de meter a la 

columna Protino Ni-TED) (5), frente de elución (6), TIM con etiqueta de histidinas (7), TIM después de 

cortar con trombina (antes de meter a la columna Protino Ni-TED) (8), TIM sin etiqueta de histidinas 

(antes de meter a la columna Mono Q) (9), TIM pura (10).  

 

Tabla 6. Tabla de purificación para DrTIM. 

 

64707 5669 11.39 84.18
Después de la columna  

Mono Q
2.0 5.71 11.41

67014 2955 5.93 87.18
Después de la columna  

Protino Ni-TED                       

(sin HisTag)
12.0 1.89 22.68

67534 2501 5.02 87.86
Después del corte               

con trombina
12.0 2.25 27.00

3.81 95.9673763 1896

Proteína total    

(mg)

Actividad total 

(μmol min
-1

)

Actividad 

específica         

(μmol min
-1

 mg
-1

)

 Número de veces 

purificada                      

(n)

Rendimiento              

(%)

76869 498 1.00 100.00

Paso de purificación

Concentración 

proteína                    

(mg mL
-1

)

Después de la columna 

Protino Ni-TED                    

(con HisTag)
5.8 6.71 38.91

Antes de la columna     

Protino Ni-TED 

(Sobrenadante)
17.5 8.82 154.40

Volumen             

(mL)

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

PM (kDa) 

180.0 

116.0 
90.0 
58.0 
48.5 

36.5 

27.6 
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Tabla 7. Tabla de purificación para CpTIM. 

 

95854 8955 12.75 85.09
Después de la columna  

Mono Q
2.0 5.35 10.70

96454 3909 5.57 85.62
Después de la columna  

Protino Ni-TED                       

(sin HisTag)
10.5 2.35 24.68

97914 2845 4.05 86.92
Después del corte               

con trombina
12.0 2.87 34.41

106513 2150 3.06 94.55
Después de la columna 

Protino Ni-TED                    

(con HisTag)
7.5 6.61 49.54

112650 702 1.00 100.00
Antes de la columna     

Protino Ni-TED 

(Sobrenadante)
9.6 16.71 160.38

Paso de purificación
Volumen             

(mL)

Concentración 

proteína                    

(mg mL
-1

)

Proteína total    

(mg)

Actividad total 

(μmol min
-1

)

Actividad 

específica         

(μmol min
-1

 mg
-1

)

 Número de veces 

purificada                      

(n)

Rendimiento              

(%)

 

 

Tabla 8. Tabla de purificación para ScoTIM. 

 

52469 5026 9.20 84.34
Después de la columna  

Mono Q
2.0 5.22 10.44

55153 2565 4.70 88.66
Después de la columna  

Protino Ni-TED                       

(sin HisTag)
10.0 2.15 21.50

55990 2102 3.85 90.00
Después del corte               

con trombina
12.0 2.22 26.64

57852 1925 3.52 92.99
Después de la columna 

Protino Ni-TED                    

(con HisTag)
9.0 3.34 30.06

62210 546 1.00 100.00
Antes de la columna     

Protino Ni-TED 

(Sobrenadante)
12.5 9.11 113.89

Paso de purificación
Volumen             

(mL)

Concentración 

proteína                    

(mg mL
-1

)

Proteína total    

(mg)

Actividad total 

(μmol min
-1

)

Actividad 

específica         

(μmol min
-1

 mg
-1

)

 Número de veces 

purificada                      

(n)

Rendimiento              

(%)

 

 

Para NpTIM y GoTIM se siguieron procedimientos de purificación modificados en 

el paso inicial, debido a que las 2 enzimas presentaron resistencia a la sonicación 

(observada como la falta de un cambio  en la turbidez y la ausencia de proteínas en el 

sobrenadante tras la centrifugación). Después de pruebas de sonicación por tiempos y 

ciclos prolongados (siendo el máximo que se probó de 20 ciclos de 2 minutos con 

descansos de 1 minuto cada uno), se llegó a la conclusión que las células no podían 

ser lisadas por sonicación y por lo tanto, se debería utilizar otro método para lograrlo. El 

protocolo elegido para lisar estas células fue resuspender la pastilla en amortiguador de 

fosfatos con 5 mM de Imidazol para lisarla en la prensa de French, con 3 ciclos a 1000 
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psi de presión y continuar con los pasos siguientes de purificación de la misma forma 

que las otras TIMs. A pesar de realizar este procedimiento, la cantidad de proteína 

recuperada fue menor comparada con las purificaciones estándares, lo que se puede 

ver en los geles y tablas de purificación siguientes (figura 33, tablas 9-10): 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Pasos de purificación para NpTIM. Marcador de peso molecular (1), control sin inducir (2), 

extracto total (3), pastilla después de lisar en la French Press (4), sobrenadante después de lisar (antes 

de meter a la columna Protino Ni-TED) (5), frente de elución (6), TIM con etiqueta de histidinas (7), TIM 

después de cortar con trombina (antes de meter a la columna Protino Ni-TED) (8), TIM sin etiqueta de 

histidinas (antes de meter a la columna Mono Q) (9), TIM pura (10).  

 

Tabla 9. Tabla de purificación para NpTIM. 

 

5147 825 80.54 85.86
Después de la columna  

Mono Q
2.0 3.12 6.24

5184 472 46.11 86.49
Después de la columna  

Protino Ni-TED                       

(sin HisTag)
9.0 1.22 10.98

5237 390 38.05 87.37
Después del corte               

con trombina
12.0 1.12 13.44

5339 280 27.37 89.07
Después de la columna 

Protino Ni-TED                    

(con HisTag)
7.5 2.54 19.05

5994 10 1.00 100.00
Antes de la columna     

Protino Ni-TED 

(Sobrenadante)
12.3 47.59 585.36

Paso de purificación
Volumen             

(mL)

Concentración 

proteína                    

(mg mL
-1

)

Proteína total    

(mg)

Actividad total 

(μmol min
-1

)

Actividad 

específica         

(μmol min
-1

 mg
-1

)

 Número de veces 

purificada                      

(n)

Rendimiento              

(%)

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

PM (kDa) 

180.0 

90.0 
58.0 
48.5 

116.0 

36.5 
27.6 
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Tabla 10. Tabla de purificación para GoTIM. 

 

9688 1322 113.51 81.59
Después de la columna  

Mono Q
6.0 1.22 7.33

9787 1236 106.08 82.43
Después de la columna  

Protino Ni-TED                       

(sin HisTag)
18.0 0.44 7.92

9922 1198 102.85 83.56
Después del corte               

con trombina
12.0 0.69 8.28

10895 1169 100.38 91.76
Después de la columna 

Protino Ni-TED                    

(con HisTag)
8.5 1.10 9.32

11874 12 1.00 100.00
Antes de la columna     

Protino Ni-TED 

(Sobrenadante)
24.5 41.60 1019.20

Paso de purificación
Volumen             

(mL)

Concentración 

proteína                    

(mg mL
-1

)

Proteína total    

(mg)

Actividad total 

(μmol min
-1

)

Actividad 

específica         

(μmol min
-1

 mg
-1

)

 Número de veces 

purificada                      

(n)

Rendimiento              

(%)

 

 

Las cantidades de enzima purificada, a partir de 500 mL de medio de cultivo, 

fueron (promedio de 3 lotes distintos de purifcación):  

 

 DrTIM: 11.4 ± 1.3 mg. 

 NpTIM: 6.2 ± 1.1 mg. 

 GoTIM: 7.3 ± 1.8 mg. 

 CpTIM: 10.7 ± 0.7 mg. 

 ScoTIM: 10.4 ± 0.9 mg. 

 

Como criterio de pureza para todas las proteínas estudiadas, se realizó el  

corrimiento de un gel de poliacrilamida al 12% sobrecargado de proteína, con el fin de 

ver algún contaminante en la muestra concentrada. En todas ellas se observó una única 

banda de proteína, lo que indicó que nuestras muestras estaban puras en un porcentaje 

mayor al 95%. Además, en el cromatograma del último paso de purificación (columna 

Mono Q, figura 33) se puede observar que la proteína eluye en una sola fracción, lo que 

nos indica indirectamente también que la proteína está pura. Para comprobar la pureza 

de las proteínas, se propone en un futuro realizar otras pruebas como son: 

densitometría de los geles de poliacrilamida, gel de isoelectroenfoque, dispersión 

dinámica de luz y espectrometría de masas. 
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Parámetros Catalíticos 

 

Los datos experimentales de 3 lotes diferentes de proteínas a los cuales se les 

calcularon los parámetros catalíticos, se muestran en la figura 34 (curvas de cinética 

enzimática) y  tabla 1 (resultados de los parámetros catalíticos). 

 

 
 

Figura 34. Cinéticas enzimáticas de las TIMs bacterianas. Los valores se determinaron a 25 ºC, pH 8.0 y 

diferentes concentraciones de G3P (0.1-3.0 mM); los datos se ajustaron a una regresión no lineal con una 

cinética tipo Michaelis-Menten. Las barras de incertidumbre corresponden a los 3 diferentes lotes de 

proteína en los que se determinaron los parámetros catalíticos. Los valores finales se muestran en la 

tabla 10; DrTIM (-- ▼ --), NpTIM (-- ■ --), GoTIM (-- ● --), CpTIM (-- ♦ --), ScoTIM (-- ▲ --). 
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Tabla 11. Parámetros catalíticos de las TIMs bacterianas. 

 

k cat                           

(min
-1

)

Np TIM

(2.24 ± 0.10) x 10
8

(1.05 ± 0.04) x 10
5

Dr TIM 0.69 ± 0.03 13313 ± 181 (3.41 ± 0.12) x 10
5

(2.06 ± 0.18) x 10
8

TIM
K M                                    

(mM)

Vmax                             

(μmol min
-1

 mg
-1

)

Go TIM 0.34 ± 0.02 2901 ± 57 (7.84 ± 0.32) x 10
4

(9.51 ± 0.14) x 10
7

(8.63 ± 0.29) x 10
70.51 ± 0.04 3851 ± 89

Eficiencia Catalítica                          

(M
-1

 s
-1

)

Sco TIM 0.74 ± 0.02 12137 ± 132 (3.41 ± 0.13) x 10
5

(1.93 ± 0.06) x 10
8

(3.81± 0.09) x 10
5Cp TIM 0.72 ± 0.04 13930 ± 272

 

* El valor de ± corresponde a la desviación estándar de los 3 diferentes lotes de 

proteína en los que se determinaron los parámetros. 

 

Determinación del grado de asociación (oligomerización) 

 

A partir de la interpolación de las curvas construidas con las proteínas que sirvieron de 

calibración, se determinó el Rs y los PMs experimentales de las TIMs bacterianas. La 

determinación del estado oligomérico se realizó dividiendo el PM experimental sobre el 

PM teórico y el número resultante redondeado fue la cantidad de monómeros asociados 

de la enzima (tabla 12). Un cromatograma de elución de ejemplo para una TIM a 3 

diferentes concentraciones de proteína se muestra en la figura 35 (las demás TIMs 

bacterianas tuvieron un comportamiento igual al mostrado en el ejemplo).  
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Figura 35. Cromatograma de elución para ScoTIM a 3 concentraciones diferentes de proteína. Se 

observa que el volumen de elución corresponde a un estado de asociación dimérico. Los resultados 

detallados de los experimentos se encuentran en la tabla 3; 10 μg mL
-1

 (-- ■ --), 100 μg mL
-1

 (-- ■ --) y 500 

μg mL
-1

 (-- ■ --) (temperatura: 25 ºC; amortiguador: trietanolamina 10 mM + EDTA 1 mM + DTT 1 mM, pH 

8.0). 

Tabla 12. Estado oligomérico de las TIMs bacterianas. 

 

Sco TIM 28018 9.07 31.88 55314 Dímero (2.0)

Cp TIM 27339 9.04 32.03 55993 Dímero (2.0)

Go TIM 27025 9.10 31.73 54636 Dímero (2.0)

Np TIM 27053 9.16 31.38 53041 Dímero (2.0)

Dr TIM 25593 9.13 31.56 53872 Dímero (2.1)

TIM
Peso molecular teórico 

(monómero) (Da)

Volumen de 

elución (mL)

Radio de 

Stokes (Å)

Peso molecular 

experimental (Da)

Estado oligomérico 

(monómeros calculados)
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Mediciones espectroscópicas 

 

Fluorescencia intrínseca 

 

Las mediciones de fluorescencia tanto en los datos crudos como en su forma 

normalizada, se muestran en las figuras 36-37.  

 

Figura 36. Espectros de fluorescencia intrínseca de las TIMs bacterianas (datos crudos). En la franja 

verde se indica el máximo de emisión para éstas (λ excitación: 295 nm; temperatura: 25 ºC; 

amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; en todos los casos la concentración de proteína es de 0.2 mg 

mL
-1

); DrTIM (-- ▼ --), NpTIM (-- ■ --), GoTIM (-- ● --), CpTIM (-- ♦ --), ScoTIM (-- ▲ --). 
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Figura 37. Espectros de fluorescencia intrínseca de las TIMs bacterianas (datos normalizados). En la 

línea verde se indica el máximo de emisión para éstas (λ excitación: 295 nm; temperatura: 25 ºC; 

amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; en todos los casos la concentración de proteína es de 0.2 mg 

mL
-1

); DrTIM (-- ▼ --), NpTIM (-- ■ --), GoTIM (-- ● --), CpTIM (-- ♦ --), ScoTIM (-- ▲ --). 

 

Los resultados del CME, longitud de onda máxima de emisión y número de 

triptófanos se muestran en la tabla 13. 

 

Tabla 13. Parámetros de los espectros de fluorescencia de las TIMs bacterianas. 

 

TIM
Número de triptófanos 

(n)

ʎmax                 

(nm)

Intensidadmax 

(UA)

Centro de Masa Espectral 

(nm)

Dr TIM 3 324 31.9 337.7

Np TIM 3 331 17.5 342.1

Go TIM 3 325 4.7 339.5

Cp TIM 2 326 44.6 339.4

Sco TIM 2 325 34.1 339.5
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Dicroísmo circular 

 

En los espectros de DC de las TIMs se distinguen los mínimos característicos de 

proteínas que poseen hélice  α y hebra  β, con mínimos en 220 y 210 nm, 

respectivamente (figura 38); aunque se ve una diferencia clara en la forma del espectro 

de DrTIM, cuestión que se discutirá más adelante.  

 

 
 

Figura 38. Espectro de Dicroísmo Circular nativo de las TIMs bacterianas (temperatura: 25 ºC; 

amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; en todos los casos la concentración de proteína es de 0.5 mg 

mL
-1

); DrTIM (-- ▼ --), NpTIM (-- ■ --), GoTIM (-- ● --), CpTIM (-- ♦ --), ScoTIM (-- ▲ --). 

 

Estabilidad a la dilución  

 

Con los experimentos de estabilidad a la dilución, se construyó la gráfica de fracción de 

dímeros activos con respecto a la concentración de proteína a la que se incubó cada 

dilución (figura 39). De esta gráfica se obtuvo el valor de la  di 

app
, a partir de este valor se 

calculó el ∆Gdis para cada enzima (tabla 14).  

 



Resultados 

106 
 

 
 

Figura 39. Estabilidad a la dilución para las TIMs bacterianas a 25 ºC. Se indica la fracción de dímeros 

activos en función de la concentración de proteína a la que se hicieron. En símbolos se muestran los 

datos experimentales y en la línea continua, el ajuste realizado con la ecuación 4 (materiales y métodos); 

DrTIM (-- ▼ --), NpTIM (-- ■ --), GoTIM (-- ● --), CpTIM (-- ♦ --), ScoTIM (-- ▲ --). 

 

Tabla 14. Constante (KDiss) y ΔG de di ociación aparente (∆GDiss) de las TIMs bacterianas en 

comparación con otras TIMs silvestres reportadas. 

 

TIM Kdis
app (M) ΔGdis (kcal mol -1) Referencia

DrTIM (11.9 ± 2.7) x 10-7 8.08 ± 0.23 Este estudio

NpTIM ( 10.9 ± 2.4) x 10-8 9.50 ± 0.19 Este estudio

GoTIM (10.5 ± 2.2) x 10-8 9.52 ± 0.11 Este estudio

CpTIM (69.4 ± 12.3) x 10-9 9.77 ± 0.20 Este estudio

ScoTIM (30.9 ± 8.3) x 10-8 8.88 ± 0.54 Este estudio

EhTIM (9.3 ± 2.6) x 10-10 11.71 ± 0.13
Cisneros-Armas, 2003;                                  

Landa et al ., 1997

GlTIM (50.6 ± 12.0) x 10-9 9.77 ± 0.25 Lopez-Velazquez et al. , 2004

Hs TIM 32.1 x 10-12 14.32 Mainfroid et al. , 1996b

TbTIM (43.8 ± 4.0) x 10-9 10.04 ± 0.21 Lopez-Velazquez et al. , 2004

Tc TIM (44.0 ± 2.3) x 10-9 10.04 ± 0.13 Lopez-Velazquez et al. , 2004
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Desplegamiento térmico 

 

Con los experimentos de DC y DSC, se obtuvieron las temperaturas medias de 

desnaturalización de cada proteína. En la tabla 15 se muestran los valores de la Tm 

para las TIMs bacterianas estudiadas en el presente trabajo y en comparación con el 

valor para otras TIMs silvestres reportadas hasta la fecha (en la mayoría de los casos, 

la Tm reportada es utilizando una velocidad de barrido de 90 K hr-1). 

 

Tabla 15. Tm para las TIMs bacterianas en comparación con otras TIMs silvestres reportadas.  

 

TIM Tm (º C) Referencia

Tm TIM 82.0 Beaucamp et al ., 1997

Bs TIM 76.0 Alvarez et al ., 1999

GoTIM 65.2 Este estudio

ScrTIM 63.9 Jimenez et al ., 2003

Ts TIM 62.3 Jimenez et al ., 2003

Sc TIM 59.1 Benitez-Cardoza et al ., 2001

CpTIM 58.9 Este estudio

Tc TIM 58.5 Costas et al. , 2009

GgTIM 58.4 Shi et al ., 2008

NpTIM 58.3 Este estudio

PfTIM 58.0 Gopal et al ., 1999

Lm TIM 57.5 Williams et al ., 1999

TbTIM 57.0 Schliebs et al ., 1997

MtTIM 55.0 Mathur et al ., 2006

Hs TIM 54.8 Mainfroid et al ., 1996b

Ec TIM 54.0 Alvarez et al ., 1998

ScoTIM 45.4 Este estudio

DrTIM 44.9 Este estudio

EhTIM 41.5† / 57.0‡ Tellez et al ., 2008

Mm TIM 41.0 Alvarez et al ., 1998

TIMs de organismos termófilos

TIMs de organismos mesófilos

TIMs de organismos psicrófilos

 
 

†: Tm de la primera transición (disociación). ‡: Tm de la segunda transición (desplegamiento).  
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A partir de ahora, para describir los resultados de la desnaturalización térmica, se 

agruparán las enzimas en dos grande bloques: 1) aquellas cuyo desplegamiento 

térmico fue irreversible y 2) aquellas que mostraron un desplegamiento térmico 

reversible. 

 

TIMs bacterianas con desplegamiento térmico irreversible 

 

Dentro de este bloque se encuentran: NpTIM y GoTIM. Los experimentos de 

desplegamiento térmico seguido por DC en ambas direcciones siguiendo 3 longitudes 

de onda se muestran en las figuras 40-43 (datos crudos y datos normalizados a 

fracciones de proteína nativa, respectivamente). Los espectros de dicroísmo circular 

antes y después de la desnaturalización para ambas enzimas se muestran en la figura 

44 y 45. Con efecto de ahorrar espacio y comparar con otros resultados reportados de 

la TIM, las curvas sólo se muestran a la velocidad de barrido de 90 K hr-1 (el mismo 

comportamiento para esta velocidad de barrido se observó a 30 y 180 K hr-1, datos no 

mostrados). Al finalizar el experimento, en todos los casos se observó agregación de la 

proteína en la celda de DC.  

 

 

Figura 40. Curvas de desnaturalización/renaturalización para NpTIM seguidas por DC (datos crudos). El 

proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-1

; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ -

-). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo  desnaturalizado y los símbolos vacíos indican 

el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 41. Curvas de desnaturalización/renaturalización para NpTIM seguidas por DC (datos 

normalizados en fracción de proteína nativa). El proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-

1
; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ --). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo 

 desnaturalizado y los símbolos vacíos indican el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 

8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 

 

 
 

Figura 42. Curvas de desnaturalización/renaturalización para GoTIM seguidas por DC (datos crudos). El 

proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-1

; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ -

-). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo  desnaturalizado y los símbolos vacíos indican 

el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 43. Curvas de desnaturalización/renaturalización para GoTIM seguidas por DC (datos 

normalizados en fracción de proteína nativa). El proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-

1
; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ --). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo 

 desnaturalizado y los símbolos vacíos indican el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 

8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 

 

Figura 44 Espectros de DC para NpTIM antes de la desnaturalización térmica (-- ■ --) y después de 

permitir la renaturalización (-- □ --). Nótese la falta de recuperación de la señal tras haber enfriado la 

proteína, lo que indica que el proceso de desplegamiento térmico es irreversible; (temperatura: 25 ºC; 

amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

) 



Resultados 

111 
 

 

Figura 45. Espectros de DC para GoTIM antes de la desnaturalización térmica (-- ● --) y después de 

permitir la renaturalización (-- ○ --). Nótese la falta de recuperación de la señal tras haber enfriado la 

proteína, lo que indica que el proceso de desplegamiento térmico es irreversible; (temperatura: 25 ºC; 

amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

) 

 

El proceso de desnaturalización térmica también se siguió por DSC. Como 

primer punto, se analizó la reversibilidad del proceso. Para ello, la muestra se sometió a 

dos ciclos de calentamiento; en el primero se observó la endoterma característica 

(símbolos llenos, figuras 46-47), sin embargo, en un segundo ciclo de calentamiento 

(después de enfriar a la proteína) no se observó transición alguna (símbolos vacíos, 

figuras 46-47). Esto indica que después del primer ciclo de calentamiento, las enzimas 

no se repliegan al regresar a temperatura ambiente, esto es, el proceso de 

desnaturalización térmica es irreversible. Para ver una posible reversibilidad del 

proceso, se realizó un experimento extra, calentando únicamente hasta la Tm. Al igual 

que en los experimentos anteriores, no se observó transición alguna en los segundos 

ciclos de calentamiento (datos no mostrados). 
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Figura 46. Análisis de la reversibilidad del proceso de desnaturalización térmica para NpTIM (-- ■ --). Los 

símbolos llenos muestran el primer scan y los símbolos vacíos indican el segundo scan realizado; 

(velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 

mg mL
-1

). 

 
 

Figura 47. Análisis de la reversibilidad del proceso de desnaturalización térmica para GoTIM (-- ● --). Los 

símbolos llenos muestran el primer scan y los símbolos vacíos indican el segundo scan realizado; 

(velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 

mg mL
-1

). 
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Posteriormente, se analizó la dependencia de la Tm con respecto a la velocidad 

de barrido, con el fin de observar si existía un control cinético en el desplegamiento 

térmico de estas TIMs. El corrimiento de las trazas de acuerdo a la velocidad de barrido 

para NpTIM y GoTIM, se observan en las figuras 48-49. El ΔTm entre las dos 

velocidades de barrido más lejanas (de 30 a 180 K hr-1) para las TIMs cuya 

desnaturalización térmica fue irreversible es:  

 

 NpTIM: 4.7 K. 

 GoTIM: 2.6 K. 

 

 
 

Figura 48. Trazas calorimétricas de NpTIM a 6 distintas velocidades de barrido; 30 (-- ■ --), 60 (-- ■ --), 90 

(-- ■ --), 120 (-- ■ --), 150 (-- ■ --) y 180 K hr
-1

 (-- ■ --); (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 49. Trazas calorimétricas de GoTIM a 6 distintas velocidades de barrido; 30 (-- ■ --), 60 (-- ■ --), 

90 (-- ■ --), 120 (-- ■ --), 150 (-- ■ --) y 180 K hr
-1

 (-- ■ --); (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 

 

El ajuste de las trazas a un modelo de dos estados irreversible fue adecuado (un 

ejemplo para cada proteína a una misma velocidad de barrido y concentración de 

proteína se muestran en las figuras 50-51) y tras realizarlo para todas las velocidades 

de barrido ensayadas, se obtuvieron los valores de EA, ∆H y Tm, los cuales se presentan 

en la tabla 16 (promedio de los datos). 
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Figura 50. Ajuste de una traza calorimétrica de NpTIM al modelo de dos estados irreversible (Lumry–

Eyring). Los símbolos abiertos indican los datos experimentales y la línea continua señala el ajuste 

realizado sobre los datos; (velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

).  

 

Figura 51. Ajuste de una traza calorimétrica de GoTIM al modelo de dos estados irreversible (Lumry–

Eyring). Los símbolos abiertos indican los datos experimentales y la línea continua señala el ajuste 

realizado sobre los datos; (velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 



Resultados 

116 
 

Tabla 16. Parámetros obtenidos del ajuste de las trazas a un modelo de dos estados irreversible (Lumry–

Eyring) para NpTIM y GoTIM. 

 

TIM
Tm               

(º C)

∆H                           

(kcal mol-1)

Energía de activación             

(kcal mol-1)

NpTIM 56.5 ± 1.5 116.5 ± 3.4 87.9 ± 11

GoTIM 66.4 ± 0.8 65.9 ± 7.3 171.3 ± 15.1
 

 

Después, con el fin de caracterizar lo más posible estas TIMs bacterianas 

irreversibles, se prosiguió a calcular la EA del estado nativo al estado desnaturalizado. 

Como se mencionó previamente, la energía de activación se calculó por cuatro métodos 

distintos. El gráfico ln (v/Tm
2) vs. 1/Tm (valores procedentes de los ajustes de las curvas 

a un modelo de dos estados irreversible) y lnk vs. 1/T (gráfico de Arrhenius) para ambas 

TIMs se muestran en las figuras 52-53, respectivamente. La comparación de los valores 

de EA mediante los 4 métodos para ambas proteínas se muestra en la tabla 17.   

 

 
 

Figura 52. Efecto de la velocidad de barrido sobre la temperatura máxima de transición. Se muestra el 

gráfico ln(v/Tm
2
) vs. 1/Tm para obtener el valor de la energía de activación; NpTIM (-- ■ --), GoTIM (-- ● --). 
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Figura 53. Gráfico de Arrhenius para el desplegamiento térmico irreversible de NpTIM (-- ■ --) y GoTIM (-

- ● --). 

 

Tabla 17. Energía de activación (kcal mol
-1

) para NpTIM y GoTIM en comparación con otras TIMs 

reportadas. 

 

Método NpTIM GoTIM Lm TIM† TbTIM† TcTIM†

Promedio del ajuste a un modelo de 

dos estados irreversible de las trazas 

a distintas velocidades de barrido

87.9 ± 11.0 171.3 ± 15.1 74.7± 1.1 95.1 ± 1.3 193.6 ± 1.5

Variación de la Tm con respecto                    

a la velocidad de barrido                                        

(gráfico ln v/Tm
2 vs. 1/Tm)

82.2 ± 4.7 170.6 ± 21.4 82.9 ± 9.3 100.4 ± 13.2 170.9 ± 32.8

Ancho de la traza en la                                    

parte media de la transición
82.9 ± 1.5 167.8 ± 17.9 NR NR NR

Gráfico de Arrhenius                                                                    

(gráfico ln k vs. 1/T)
87.5 ± 1.2 171.2 ± 4.6 75.4 ± 0.8 95.2 ± 1.0 189.7 ± 4.2

 

†: Datos reportados por Costas et al., 2009. NR: No reportado. 
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La caracterización de estas dos TIMs cuyo desplegamiento térmico es 

irreversible, concluyó analizando el grado fraccional de exposición de la proteína al 

solvente en el ET (m≠/meq). Para esto se realizaron experimentos de DSC con 

concentraciones variantes de urea. Se construyeron los gráficos de Tm vs. [Urea] y ln 

EA/Tm
2 vs. [Urea] (figuras 54-55) y con las relaciones antes descritas, se calculó el valor 

para la m≠ y meq mostradas en la tabla 18.  

 

 
 

Figura 54. Efecto de la concentración de urea sobre la temperatura máxima de transición (Tm); NpTIM (-- 

■ --), GoTIM (-- ● --). 
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Figura 55. Efecto de la concentración de urea sobre el ln EA/Tm
2
; NpTIM (-- ■ --), GoTIM (-- ● --). 

 

Tabla 18. Valores de la m
≠
 y meq para NpTIM y GoTIM en comparación con otras TIMs reportadas.  

 

TIM NpTIM Go TIM Lm TIM
†

Tb TIM
†

TcTIM
†

m
≠

 (kcal mol
-1

 M
-1

) 0.40 1.94 0.35 0.41 1.99

m eq  (kcal mol
-1

 M
-1

) 7.25 7.25 7.37 7.26 7.34

m
≠ 

/ m eq 0.055 0.268 0.048 0.056 0.271

Número de residuos desplegados 

en el estado de transición
30 138 24 28 136

 
 

Se muestra el valor de la m cinética (m
≠
) y m del desplegamiento al equilibrio (meq) calculados mediante 

el proceso descrito previamente. También se indica el grado fraccional de exposición al solvente en el ET 

(grado fraccional de desplegamiento) como el cociente m
≠
/meq y el número de residuos desplegados en 

dicho estado. El valor de la meq para NpTIM y GoTIM se calculó con el promedio de los valores 

determinados para otras TIMs. El número de residuos desplegados en el ET se obtuvo con la relación: 

Nres*(m
≠
/meq), Nres es el número de residuos de la proteína. †: Datos reportados por Costas et al., 2009. 
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TIMs bacterianas con desplegamiento térmico reversible 

 

Dentro de este bloque se encuentran: DrTIM, CpTIM y ScoTIM. Los experimentos de 

desplegamiento térmico seguido por DC en ambas direcciones y siguiendo  3 longitudes 

de onda se muestran en las figuras 56-61 (datos crudos y datos normalizados a 

fracciones de proteína nativa, respectivamente). Los espectros de dicroísmo circular 

antes y después de la desnaturalización se muestran en la figura 62-64. Con efecto de 

ahorrar espacio y comparar con otros resultados reportados de la TIM, las curvas sólo 

se muestran a la velocidad de barrido de 90 K hr-1
  (el mismo comportamiento se 

observó a 30 y 180 K hr-1, datos no mostrados). 

 

 

Figura 56. Curvas de desnaturalización/renaturalización para DrTIM seguidas por DC (datos crudos). El 

proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-1

; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ -

-). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo  desnaturalizado y los símbolos vacíos indican 

el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 57. Curvas de desnaturalización/renaturalización para DrTIM seguidas por DC (datos 

normalizados en fracción de proteína nativa). El proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-

1
; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ --). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo 

 desnaturalizado y los símbolos vacíos indican el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 

8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

).  

 

Figura 58. Curvas de desnaturalización/renaturalización para CpTIM seguidas por DC (datos crudos). El 

proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-1

; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ -

-). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo  desnaturalizado y los símbolos vacíos indican 

el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 59. Curvas de desnaturalización/renaturalización para CpTIM seguidas por DC (datos 

normalizados en fracción de proteína nativa). El proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-

1
; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ --). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo 

 desnaturalizado y los símbolos vacíos indican el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 

8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 

 

Figura 60. Curvas de desnaturalización/renaturalización para ScoTIM seguidas por DC (datos crudos). El 

proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-1

; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ -

-). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo  desnaturalizado y los símbolos vacíos indican 

el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 61. Curvas de desnaturalización/renaturalización para ScoTIM seguidas por DC (datos 

normalizados en fracción de proteína nativa). El proceso se siguió a una velocidad de barrido de 90 K hr
-

1
; 195 nm (-- ● --), 208 nm (-- ▲ --), 222 nm (-- ■ --). Los símbolos llenos representan el proceso de nativo 

 desnaturalizado y los símbolos vacíos indican el proceso inverso; (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 

8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 

 

Figura 62. Espectros de DC para DrTIM antes de la desnaturalización térmica (-- ▼ --) y después de 

permitir la renaturalización (-- ▽--). Nótese la recuperación de la señal tras haber enfriado la proteína, lo 

que indica que el proceso de desplegamiento térmico es reversible; (temperatura: 25 ºC; amortiguador: 

NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 63. Espectros de DC para CpTIM antes de la desnaturalización térmica (-- ♦ --) y después de 

permitir la renaturalización (-- ◊ --). Nótese la recuperación de la señal tras haber enfriado la proteína, lo 

que indica que el proceso de desplegamiento térmico es reversible; (temperatura: 25 ºC; amortiguador: 

NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 

 
 

Figura 64. Espectros de DC para ScoTIM antes de la desnaturalización térmica (-- ▲ --) y después de 

permitir la renaturalización (-- ∆ --). Nótese la recuperación de la señal tras haber enfriado la proteína, lo 

que indica que el proceso de desplegamiento térmico es reversible; (temperatura: 25 ºC; amortiguador: 

NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Con los datos de dicroísmo circular para cada proteína, se hicieron los regráficos 

de ln (Keq) vs. 1/T (figura 65) para obtener el valor de la entalpía de Van’t Hoff que se 

muestra en la tabla 19. 

 

 
 

Figura 65. Gráfico de Van’t Hoff de lo  dato  experimentale  de DC para DrTIM (-- ▼ --),  CpTIM (-- ♦ --) 

y ScoTIM (-- ▲ --).  

 

Tabla 19. Entalpía de Van’t Hoff a partir de experimento  de DC al equilibrio 

 para las TIMs bacterianas con desplegamiento térmico reversible.  

 

TIM ΔHVH (kcal mol-1)

DrTIM 205 ± 3

Cp TIM 222 ± 9

Sco TIM 183 ± 4
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El proceso de desnaturalización térmica también se siguió por DSC. Como 

primer punto, se analizó la reversibilidad del proceso. Al igual que en DC, el proceso fue 

reversible para DrTIM, CpTIM y ScoTIM. Las trazas para las tres proteínas se muestran 

en las figuras 66-68 donde se puede ver la reversibilidad del proceso.  

 

 

Figura 66. Análisis de la reversibilidad del proceso de desnaturalización térmica para DrTIM (-- ▼ --). Los 

símbolos llenos muestran el primer scan y los símbolos vacíos indican el segundo scan realizado una vez 

que se enfrió la proteína; (velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 67. Análisis de la reversibilidad del proceso de desnaturalización térmica para CpTIM (-- ♦ --). Los 

símbolos llenos muestran el primer scan y los símbolos vacíos indican el segundo scan realizado una vez 

que se enfrió la proteína; (velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 

 
 

Figura 68. Análisis de la reversibilidad del proceso de desnaturalización térmica para ScoTIM (-- ▲ --). 

Los símbolos llenos muestran el primer scan y los símbolos vacíos indican el segundo scan realizado una 

vez que se enfrió la proteína; (velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Posteriormente, se analizó la dependencia de la Tm con respecto a la velocidad 

de barrido. El corrimiento de las trazas de acuerdo a la velocidad de barrido para 

DrTIM, CpTIM y ScoTIM, se observan en la figura 69-71. El ΔTm entre las dos 

velocidades de barrido más lejanas (de 30 a 180 K hr-1) para las TIMs cuya 

desnaturalización térmica fue reversible es:  

 

 NpTIM: 1.8 K. 

 GoTIM: 1.7 K. 

 ScoTIM: 1.5 K. 

 

 
 

Figura 69. Trazas calorimétricas de DrTIM a 6 distintas velocidades de barrido; 30 (-- ■ --), 60 (-- ■ --), 90 

(-- ■ --), 120 (-- ■ --), 150 (-- ■ --) y 180 K hr
-1

 (-- ■ --); (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 70. Trazas calorimétricas de CpTIM a 6 distintas velocidades de barrido; 30 (-- ■ --), 60 (-- ■ --), 90 

(-- ■ --), 120 (-- ■ --), 150 (-- ■ --) y 180 K hr
-1

 (-- ■ --); (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 

 

 
 

Figura 71. Trazas calorimétricas de ScoTIM a 6 distintas velocidades de barrido; 30 (-- ■ --), 60 (-- ■ --), 

90 (-- ■ --), 120 (-- ■ --), 150 (-- ■ --) y 180 K hr
-1

 (-- ■ --); (amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; 

concentración de proteína: 0.4 mg mL
-1

). 
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El ajuste de las trazas a un modelo de dos estados con disociación (N2 ⇌ 2D) fue 

adecuado (un ejemplo para cada proteína a una misma velocidad de barrido y 

concentración se muestran en las figuras 72-74). También se realizó el ajuste a un 

modelo de dos estados simple (N ⇌ D) pero el ajuste no fue bueno y por tanto no se 

consideró este modelo (datos no mostrados). Con el ajuste a todas las velocidades de 

barrido y concentraciones de proteína ensayadas, se obtuvieron los valores de ∆Cp, ∆H 

y Tm, los cuales se presentan en la tabla 20 (promedio de los datos en mol de dímero 

de enzima). 

 

 

Figura 72. Ajuste de una traza calorimétrica de DrTIM al modelo de dos estados con disociación. Los 

símbolos abiertos indican los datos experimentales y la línea continua señala el ajuste realizado sobre los 

datos; (velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 

0.4 mg mL
-1

). 
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Figura 73. Ajuste de una traza calorimétrica de CpTIM al modelo de dos estados con disociación. Los 

símbolos abiertos indican los datos experimentales y la línea continua señala el ajuste realizado sobre los 

datos; (velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 

0.4 mg mL
-1

). 

 

Figura 74. Ajuste de una traza calorimétrica de ScoTIM al modelo de dos estados con disociación. Los 

símbolos abiertos indican los datos experimentales y la línea continua señala el ajuste realizado sobre los 

datos; (velocidad de barrido: 90 K hr
-1

; amortiguador: NaH2PO4 10 mM, pH 8.0; concentración de proteína: 

0.4 mg mL
-1

). 
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Tabla 20. Parámetros obtenidos del ajuste de las trazas a un modelo de dos estados con disociación 

para DrTIM, CpTIM y ScoTIM. Datos por mol de dímero de enzima. 

 

TIM Tm (ºC)
∆H                           

(kcal mol-1)

∆Cp                              

(kcal mol-1 K-1)

DrTIM 45.2 ± 0.9 222 ± 7 6.2 ± 0.3

CpTIM 58.9 ± 0.7 254 ± 8 6.8 ± 0.4

ScoTIM 45.7 ± 0.6 200 ± 11 6.6 ± 0.4
 

 

 Con las trazas a diferentes velocidades de barrido, se construyó el gráfico de 

Takahashi y Sturtevant (1981); (ln [Proteína] vs. 1/Tm) para obtener un valor de ∆H 

calorimétrico al variar la concentración de proteína en las trazas calorimétricas (figura 

75). La comparación entre este valor y el obtenido por el ajuste de las trazas a un 

modelo de 2 e tado  con di ociación y la entalpía de Van’t Hoff que proviene de los 

datos de dicroísmo circular, se muestran en la tabla 21 (los valor son indicados a la Tm 

de cada proteína y por mol de dímero). 

 
 

Figura 75. Gráfico de Takahashi- Sturtevant para DrTIM (-- ▼ --),  CpTIM (-- ♦ --) y ScoTIM (-- ▲ --). 

 



Resultados 

133 
 

Para evaluar si el desplegamiento térmico de estas proteínas es de dos estados, 

se determinó el cociente entre el ∆H calorimétrico (el obtenido por el ajuste de las trazas 

a un modelo de dos estados con disociación) y el ∆HVH por dicroísmo circular, para 

obtener el criterio calorimétrico ya que se sabe que para proteínas que siguen un 

mecanismo de dos estados, ∆Hcal / ∆HVH ≈ 1. La relación para cada proteína se muestra 

en la tabla 21. 

 

Tabla 21. Comparación del valor para el ∆H (kcal mol
-1

) calculado mediante diferentes métodos para 

DrTIM, CpTIM y ScoTIM.  

 

Método Dr TIM CpTIM ScoTIM

∆Hcal por DSC                                   

(ajuste al modelo de dos estados 

con disociación)

222 ± 7 254 ± 8 200 ± 11

∆Hcal por DSC                                 

(gráfico de takahashi-Sturtevant)
242 ± 8 248 ± 11 206 ± 7

∆HVH por DC 205 ± 3 222 ± 9 183 ± 4

Criterio calorimétrico (∆Hcal/∆HVH) 1.08 ± 0.02 1.14 ± 0.18 1.09 ± 0.10

 
 

El valor de los parámetros es a la Tm de cada proteína y por mol 

de dímero de enzima. Se indica el criterio calorimétrico para 

estas enzimas al dividir el ∆Hcal / ∆HVH (el ∆Hcal considerado fue 

el del ajuste al modelo de 2 estados con disociación). 

 

  

Po teriormente  e calculó el valor del ∆Cp por las 5 metodologías explicadas en 

la sección de materiales y métodos. La comparación de los 5 valores obtenidos se 

muestra en la tabla 22 (el valor indicado es a la Tm de cada proteína estudiada y por 

mol de dímero de enzima). 
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Tabla 22. Comparación del valor para el ∆Cp (kcal mol
-1 

K
-1

) calculado mediante diferentes métodos para 

DrTIM, CpTIM y ScoTIM. El valor del parámetro es en la Tm de cada proteína y por mol de dímero de 

enzima. 

 

Método Dr TIM CpTIM ScoTIM

Programa Microcal-Origin 6.6 ± 0.2 6.7 ± 0.9 6.2 ± 0.4

Utilizando el método de           

Guzman-Casado et al. , 2003
6.6 ± 0.2 6.8 ± 0.8 6.2 ± 0.8

Promedio del ajuste al modelo           

de 2 estados con disociación
6.5 ± 0.2 6.8 ± 0.4 6.6 ± 0.4

Paramétrico                            

(Robertson y Murphy, 1997)
6.9 ± 0.1 7.0 ± 0.2 7.2 ± 0.2

Paramétrico                                       

(Milardi et al. , 1997)
7.8 ± 2.1 8.5 ± 1.9 8.6 ± 2.4

 

 

Curva de estabilidad de las TIMs bacterianas 

 

Por último, se construyeron las curvas de estabilidad para las tres TIMs cuyo 

proceso de desnaturalización térmica fue reversible. Los valores de ∆H, ∆Cp y Tm 

utilizados para construir la curva fueron el promedio de los datos experimentales 

determinados por DSC (valor indicado a la Tm de cada proteína y por mol de dímero de 

enzima) (tabla 23).  Para observar todas las curvas de estabilidad para cada proteína, 

con truida  con lo  diferente  valore  de ∆Cp obtenidos, se puede acceder al apéndice 

B, en el cual se observa que los métodos distintos utilizados, resultan en curvas muy 

semejantes. 
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Tabla 23. Valore  de ∆Cp, ∆H y Tm con los que se construyeron las curvas de estabilidad para DrTIM, 

CpTIM y ScoTIM. El valor de los parámetros es en la Tm de cada proteína y por mol de dímero de enzima. 

 

TIM Tm (ºC) Tm (K) ∆H (kcal mol-1) ∆Cp (kcal mol-1 K-1)

DrTIM 44.9 318.2 232 6.5

CpTIM 58.9 332.1 251 6.7

ScoTIM 45.4 318.5 203 6.3

 

 

En la curva de estabilidad construidas con los datos de DSC, se anexaron en 

 ímbolo  vacío , lo  valore  experimentale  de ∆G obtenido  de la  tran icione  de la  

curvas seguidas por DC y el valor del ∆Gdis calculado por experimentos de estabilidad a 

la dilución (símbolos llenos) (figura 60); los datos de calorimetría y DC coinciden, lo cual 

confirma que el proceso es de dos estados.  
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Figura 76. Curvas de estabilidad para las TIMs bacterianas. Las líneas continuas son las curvas de 

estabilidad construidas con los datos obtenidos por DSC; los símbolos vacíos indican los valores 

experimentales de ∆G en la tran ición de las curvas seguidas por DC; los símbolos llenos indican el valor 

del ∆G de di ociación a partir de experimento  de e tabilidad a la dilución; DrTIM (------) (-- ▼ --) (-- ∆ --), 

CpTIM (------) (-- ♦ --) (-- ◊ --), ScoTIM (------) (-- ▲ --) (-- ∆ --).  

 

A partir de estas curvas, se obtuvo el valor de la temperatura de estabilidad 

máxima y el valor de ésta para cada proteína además de su temperatura de 

desnaturalización en frío, valores que se muestran en la tabla 24: 
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Tabla 24. Valores de estabilidad a partir de las curvas construidas para DrTIM, CpTIM y ScoTIM. 

 

Parámetro Dr TIM CpTIM Sco TIM

Temperatura de máxima estabilidad (ºC) 11.05 23.65 14.85

∆G de máxima e tabilidad (kcal mol
-1

) 12.55 13.57 9.89

∆G a 25 º C (kcal mol
-1

) 10.39 13.55 8.78

Temperatura de desnaturalización en frío (ºC) -21.35 -10.25 -14.55
 

 

Determinación de la estructura tridimensional  

 

Después de probar varios cristales, se encontró un cristal de CpTIM que aunque 

parecía de muy mala calidad a simple vista (figura 77), en las primeras 3 fotografías de 

prueba (0, 90 y 170 º), se observó que difractaba a una resolución de aproximadamente 

1.6 Å. Por lo anterior, se realizó la colecta completa de datos, en un equipo Rigaku 

RU200 con una estrategia de colecta de 1-169º (338 fotografías en total), una oscilación 

en Φ de 0.5 º por frame y un tiempo por fotografía de 9 minutos, dando una duración 

total de 50.2 horas de colecta. La colecta fue realizada sin el uso de un crioprotector 

extra, debido a que la solución de cristalización ya contenía una molécula crioprotectora 

(polietilenglicol 4000). La proteína se cristalizó a una concentración de 3.5 mg mL-1 en 

una solución de 0.2 M de acetato de amonio, 0.1 M de acetato trihidratado de sodio, pH 

4.6 y 30% w/v de polietilenglicol 4000 (figura 77).  
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Figura 77. Cristal de CpTIM que difractado para la resolución de la estructura tridimensional. Del lado 

izquierdo se presenta al cristal ubicado en la caja de cristalización antes de ser difractado y del lado 

derecho se muestra al cristal montado en la asa durante el experimento de difracción. 

 

Después de la colecta de datos, se realizó la integración, reducción y 

escalamiento de los datos utilizando los programas XDS y Scala, este último ubicado en 

la suite de CCP4. Los resultados del proceso de integración, reducción y escalamiento 

se muestran a continuación (tabla 25): 
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Tabla 25. Parámetros cristalográficos resultantes tras la integración, reducción y escalamiento de los 

datos colectados para CpTIM. Los valores entre paréntesis, son los resultantes en la capa (zona) de más 

alta resolución. 

 

Parámetro Valor 

Fuente de rayos X Rigaku Micromax-007 HF 

Longitud de onda (Å) 1.5418 

Detector Rigaku Raxis IV++ 

Distancia del detector al cristal (mm) 100. 007 

Rango de recolección (º) 1 – 169 

Oscilación (º) 0.5 

Grupo espacial C121 (5; monoclínico) 

Parámetros de la celda unitaria 
a= 75.25; b= 49.56; c= 71.50 

α= 90,0º; β= 120º; γ= 90,0º 

Mosaicidad <0.05 % 

Límites de resolución (Å) 37.59 – 1.54 

Volumen de Matthews (Å3) 2.11 

Integridad (%) 99.2 (94.4) 

Número de reflexiones únicas totales 34203 

Número de reflexiones únicas observadas 33930 

Redundancia 4.2 (3.7) 

Factor B del Wilson Plot (Å2) 11.45 (16.54) 

I/σ 14.6 (3.1) 

Rmerge (%) 6.2 (44.8) 

 

Posteriormente las fases fueron determinadas mediante reemplazo molecular 

utilizando como modelo de homología estructural a la TIM de Bacillus stearotermophilus 

(1BTM) con la que CpTIM posee 54.8% de identidad. El reemplazo molecular se llevó a 
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cabo con el programa Phenix bajo los parámetros establecidos en el mismo, arrojando 

como resultado un factor Z de 21.3 y LLG de 2755.77, por lo que se determinó que el 

reemplazo molecular estaba realizado de manera correcta.  Al terminar éste, se realizó 

el afinamiento de la estructura, mediante ciclos iterativos utilizando el programa Phenix 

y realizando afinamientos de cuerpo rígido, cuerpo rígido con factores B, TLS y RIIA. 

Tras cada afinamiento, se analizó toda la cadena construida, comparándola con el 

mapa de densidad electrónica experimental (archivo .mtz) y los mapas Fo-Fc y 2Fo-Fc. 

Las estadísticas finales del afinamiento se presentan en la tabla 26.  

 

Tabla 26. Parámetros cristalográficos resultantes del afinamiento de la estructura de CpTIM. 

 

Parámetro Valor 

Rango de resolución (Å) 37.59 – 1.54 

Rwork - Rfree 0.1466 – 0.1813 

Total de átomos 2363 

Átomos de proteína 1990 

Moléculas de agua 368 

Iones acetato 2 

Iones sodio 3 

Factor B (proteína) 11.28 

Factor B (agua) 16.24 

Factor B (iones acetato) 22.14 

Factor B (iones sodio) 43.24 

Residuos en regiones preferidas (%) 98.47 

Residuos en regiones permitidas (%) 1.15 

Residuos en regiones prohibidas (%) 0.38 

RMS de enlace (Å) 0.010 

RMS de ángulo (º) 1.239 
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Al tener la estructura lista, se envió al PDB para su validación. Los resultados de 

la validación indicaron que el proceso de afinamiento y construcción de nuestro modelo 

había sido el correcto. Dos aminoácidos se encontraron fuera del mapa de 

Ramachandran; uno de ellos es la lisina catalítica (lys 14), la cual en todos las 

estructuras se encuentra fuera del mapa de Ramachandran, por lo que no fue un 

problema mayor. El otro aminoácido fue una tirosina (tyr 17) pero al revisar el modelo 

construido y la densidad electrónica experimental, no se observó que esté mal 

asignada, por lo que se acordó dejar este aminoácidos como lo construimos ya que no 

hay nada que nos indique una mala asignación de la cadena.  

 

Después de esto, se depositó la estructura en el PDB, otorgándonos los códigos 

de acceso: PDB ID: 4JT1 y RCSB ID: RCSB078467, los cuales pueden consultarse 

directamente en la página: http://www.rcsb.org/pdb/.  

 

En las figuras 77-80 se muestran algunas representaciones en listón de la 

estructura de CpTIM, determinada a una resolución final de 1.54 Å, nótese que la 

e tructura pre enta el barril (β/α)8 modelo que caracteriza a esta familia de proteínas. 
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Figura 77. Estructura tridimensional de CpTIM. Se muestra en el centro, la cavidad del barril TIM formado 

por la  hoja  β y rodeado por la  hélice  α. 

 
 

Figura 78. Vista lateral de un monómero de CpTIM. 
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Figura 79. Acercamiento en la estructura tridimensional de CpTIM. Se muestran en amarillo los 

aminoácidos catalíticos Lys 14, His 96 y Glu 167. 

 
 

Figura 80. Estructura tridimensional de CpTIM donde se muestra el ensamblado del dímero 

biológicamente activo. La coloración distinta diferencia a los monómeros respectivamente. 
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Por otra parte, se obtuvo un set de datos completo de DrTIM con una resolución 

de 2.9 Å. Se realizó la integración e indexado y se obtuvieron los valores siguientes:  

 

 Valore  de la celda unitaria: a= 167.79, b=167.79, c=199.93; α=90, β=90, γ=120. 

 Grupo espacial R3 (romboédrico). 

 Condiciones de cristalización: concentración de proteína de 4.5 mg mL-1, 2.0 M 

sulfato de amonio, 0.1 M citrato de sodio pH: 5.6 y 0.2 M tartrato de sodio/potasio 

(figura 77). 

 

 
 

Figura 77. Cristal de CpTIM que difractado para la resolución de la estructura tridimensional. Del lado 

izquierdo se presenta al cristal ubicado en la caja de cristalización antes de ser difractado y del lado 

derecho se muestra al cristal montado en la asa durante el experimento de difracción. 

 

Se espera en un futuro poder determinar esta estructura tridimensional, al igual 

que para las otras TIMs estudiadas, en algunos casos ya se tienen condiciones donde 

se ha observado la formación de algunas estructuras cristalinas.  
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DISCUSIÓN 

 

El universo proteico es de gran complejidad. Muchas proteínas poseen una elevada 

masa molecular, forman complejos con otras biomoléculas, sufren cambios al llevar a 

cabo su actividad o son inestables. En todas ellas, la adquisición de su estructura nativa 

es de vital importancia. Uno de los retos más importantes a los que se enfrenta la 

bioquímica actual consiste en discernir las reglas que determinan de qué modo una 

cadena polipeptídica recién sintetizada adquiere su estructura tridimensional y 

funcional. Las cuestiones fundamentales parecen ser las siguientes: ¿cómo codifica la 

secuencia para el plegamiento dado que el esqueleto de todas las proteínas tiene la 

misma composición? En otras palabras, ¿cómo dictan las cadenas laterales el 

plegamiento? ¿Cómo encuentra una determinada secuencia su estructura nativa entre 

el enorme número de conformaciones posibles que puede adoptar un polipéptido? 

¿Cómo se inicia el proceso de plegamiento y cuál es (son) la(s) vía(s) de plegamiento?  

 

La aproximación al estudio de plegamiento mediante experimentos in vitro es una 

estrategia para poder responder algunas de estas preguntas. El tipo de molécula 

proteica elegida para realizar los estudios, dependerá de las características que uno 

desee describir del proceso de plegamiento, así como de la relevancia biológica y 

bioquímica de la misma proteína. Nuestro modelo de estudio es la enzima glicolítica 

TIM.   

 

En cuanto a las arquitecturas moleculares o plegamientos adoptados por las 

proteínas en el estado nativo, casi el 10% de las proteínas depositadas en el PDB 

mue tran el patrón (β/α)8. La triosfosfato isomerasa consta de 250 aminoácidos que 

adopta un plegamiento de barril (β/α)8, y en la forma activa, es homodimérica en la 

mayoría de los organismos, sin embargo, en los hipertermófilos es tetramérica. Así, la 

TIM es entonces una enzima modelo para estudios de plegamiento, tanto por su 

carácter oligomérico como por la arquitectura que adopta en su estado nativo.  A lo 

largo de la escala filogenética la estructura tridimensional de la TIM está conservada, en 

contraste, el mecanismo de plegamiento de la TIM es diverso. 
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En la actualidad, se han estudiado las características fisicoquímicas y el patrón 

de plegamiento de la enzima perteneciente a diversos organismos, encontrando una 

gran variedad, desde procesos de dos estados hasta procesos que incluyen 

intermediarios monoméricos y diméricos. Aunque esta diversidad puede reflejar las 

diferencias metodológicas y las condiciones de desnaturalización empleadas por 

diferentes grupos de trabajo; es claro que la variación en la secuencia modifica 

profundamente el paisaje conformacional de la TIM. Sin embargo, el dominio Bacteria 

ha sido escasamente analizado a pesar de ser un grupo numeroso y heterogéneo, por 

lo que el estudiar TIMs provenientes de bacterias, posiblemente nos permitirá lograr 

una descripción de la historia evolutiva del paisaje conformacional de esta enzima. Con 

esta premisa, decidimos trabajar con seis TIMs bacterianas: he aquí donde comienza la 

variedad de historias y sorpresas.  

 

Con respecto a la sobreexpresión de las enzimas, ésta se logró efectivamente en 

cinco de las seis; la única TIM que no se logró purificar fue AvTIM, a pesar de lograr su  

sobreexpresión al cambiarla de vector, la proteína se localiza en cuerpos de inclusión y 

no se lograron encontrar las condiciones para solubilizar la proteína. Esto nos indica 

que probablemente la enzima es tóxica para el crecimiento celular, ya que se observó 

en las diversas pruebas que el crecimiento al parecer se detiene y decae 

considerablemente comparado con controles sin inducir y con sistemas que producen 

TIM sobreexpresadas. Como posible explicación para el comportamiento de esta TIM, 

se realizó el análisis del índice de inestabilidad para las secuencias de todas las TIMs 

bacterianas estudiadas. El análisis se hizo mediante el método de composición de 

dipéptidos (Guruprasad et al., 1990), obteniendo una matriz de 400 dimensiones y cuya 

sumatoria nos da un valor que es indicativo del índice de inestabilidad; valores menores 

a 40 indican una probabilidad alta para que la proteína sea estable, mientras que una 

magnitud por arriba de 40 propone la inestabilidad de la secuencia proteica. Se 

encontró que de las 6 TIMs bacterianas elegidas, sólo AvTIM tuvo un índice superior a 

40, lo que indica que la proteína es clasificada como inestable. En el resto de las TIMs 

bacterianas se otuvieron índices de inestabilidad bajos (DrTIM: 26.5, NpTIM: 33.3, 

GoTIM: 34.1, CpTIM: 21.2  y ScoTIM: 15.3). Además, curiosamente si se realiza el 

análisis de la secuencia clonada en los dos vectores distintos donde se subclonó el gen 
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(pET-28b(+) y pET-22a), se encuentra que para la secuencia en pET-28b(+) arroja un 

índice de inestabilidad de 47.6, mientras que para la secuencia en pET-22a, el índice es 

de 41.3, tal vez esta diferencia haga que en el primer vector no hayamos podido 

sobreexpresar la enzima contrario al segundo con el cual sí obtuvimos sobreexpresión 

aunque la enzima se va a cuerpos de inclusión (el índice en este caso sigue siendo 

superior a 40, por lo que probablemente genere este comportamiento de inestabilidad 

proteica). Por último, también se realizó una búsqueda de proteínas parecidas a la 

secuencia de AvTIM en la base de datos BLAST (Madden et al., 1996) con el fin de 

encontrar parecidos con otras proteínas de E. coli y que probablemente estuviera 

generando el comportamiento anómalo observado para esta TIM. Como se esperaba, 

los puntajes más altos de identidad fueron para Triosafosfato Isomerasas, sin embargo, 

en la lista de resultados existe una segunda proteína con un valor alto de identidad 

(66%), la Exodesoxiribonucleasa V (RecB), encargada de  hidrolizar cadenas dobles de 

ADN foráneo como mecanismo de defensa para la bacteria. Se sabe que cuando el 

complejo de exodesoxiribonucleasa eleva su concentración en la célula, llega a un 

punto crítico donde el crecimiento se detiene y la célula muere debido a que se activan 

mecanismos de muerte celular que previenen la captación extrema de ADN foráneo 

(Pavankumar et al., 2010; Seki et al., 2008). Con este panorama, se puede hipotetizar 

que el parecido de AvTIM a RecB pudiera generar un fenómeno de toxicidad celular, ya 

que tal vez la sobreexpresión de AvTIM provoque una disminución del crecimiento 

celular y su posterior muerte mediante mecanismos semejantes a los que activa RecB. 

En general, se cree que el comportamiento anómalo de AvTIM pudiera estar 

relacionado al menos con estas dos causas, razón por la cual se imposibilitó la  

purificación de la enzima.  

 

Es curioso el efecto que se observó por la sobreexpresión de ciertas TIMs 

(NpTIM y GoTIM) en la sensibilidad a la lisis celular, ya que al parecer la enzima puede 

modificar el comportamiento de la célula y evitar su ruptura mediante los métodos y 

protocolos convencionales. Por lo anterior, fue necesario recurrir a un método mecánico 

para romper las células y liberar la proteína, método que tampoco fue efectivo en su 

totalidad, ya que sólo un porcentaje bajo de bacterias se lograron romper, sin embargo, 

se obtuvo una cantidad considerable. En la actualidad, se conocen algunas causas de 
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resistencia a la sonicación y lisis enzimática, como lo es, la incorporación extra de D-

Alanina y de otros aminoácidos en el péptidoglicano, lo que afecta la polaridad de la 

pared celular y genera una sección hidrofóbica mayor que se traduce en un 

empaquetamiento alto entre las células (Chassy y Giuffrida, 1980; Salto, 1953); a su 

vez, se ha visto que una integración no ordenada de N-acetilglucosamina y N-

acetilmurámico, altera lo  enlace  β 1-4 y genera un peptidoglicano “re i tente” a 

condiciones químicas y enzimáticas (Jacobs et al., 1997). A pesar de este par de 

explicaciones, desconocemos la unión entre la resistencia a la sonicación y la 

sobreexpresión de la proteína. 

 

Analizando las TIMs que se lograron purificar, encontramos que el sistema de 

purificación que seguimos  tiene un rendimiento alto. A pesar de perder cantidades 

considerables de proteína en los pasos de purificación, la actividad específica de la 

enzima se eleva considerablemente  lo que se traduce en que la actividad total se 

mantenga sin cambios grandes en cada paso de la purificación. En las tablas de 

purificación, se puede observar que el rendimiento y el número de veces que se purifica 

son altos, al final obtenemos una cantidad considerable de proteína (aproximadamente 

20 mg por litro de cultivo).  

 

Pasando al tema de los parámetros cinéticos, los resultados reflejan una firma 

característica de las TIMs: actividad catalítica limitada por difusión (eficiencia catalítica ≈ 

109 M-1 s-1), lo que indica que estas enzimas son catalizadores perfectos, tal y como se 

esperaba que fuese desde un inicio. Los valores de KM de las TIMs analizadas son muy 

parecidas a algunas TIMs eucariontes reportadas hasta el momento y, aunque para 

NpTIM y GoTIM tienen una Vmax menor que las otras tres TIMs, presentan una KM más 

afín,  por lo que la eficiencia catalítica no se ve alterada.   

 

Al igual que la mayoría de las TIMs mesófilas reportadas, se encontró que todas 

las TIMs bacterianas se asocian en un estado dimérico. Se sabe que la dimerización 

para la TIM es un evento clave que permite el plegamiento completo de los monómeros 

hasta el estado nativo y el correcto posicionamiento del sitio activo (Schliebs et al., 

1997). Las causas por las cuales la TIM ha evolucionado hacia dímero, apuntan hacia 
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razones funcionales (Najera et al., 2003) y no de estabilidad como se propuso en un 

principio  (Mainfroid et al., 1996a-b). En un intento por revivir la teoría de la 

recapitulación de Haeckel, se ha propuesto que la ruta de plegamiento de los 

oligómero  recapitula  u hi toria de dimerización (D’Ale  io, 1999). E to  ignifica que, 

para el caso de dímeros que se pliegan en dos pasos, la dimerización sucedió 

tempranamente en la evolución debido quizá a una baja estabilidad inicial.  

 

Se sabe que la interfase del dímero de la TIM está formada por interacciones no 

covalentes entre los monómeros; la constante de asociación de las dos subunidades 

está en el orden de 10-9-10-16 M (Landa et al., 1997; Mainfroid et al., 1996b; Borchert et 

al., 1993; Lambeir et al., 1987). Debido a que los monómeros son inactivos, la pérdida 

del estado dimérico puede ser seguida mediante la actividad enzimática después de 

que la enzima es incubada a diferentes concentraciones de proteína; con estos datos 

experimentales se puede calcular una  di 

app
. Tras estos experimentos realizados, el 

comportamiento de las TIMs bacterianas en estudios de estabilidad a la dilución es muy 

semejante en términos energéticos. Para todas ellas, los valores de la  di 

app
 son mayores 

a los reportados para otras TIMs silvestres (Lopez-Velazquez et al., 2004; Cisneros-

Armas, 2003; Mainfroid et al., 1996b). Para DrTIM se determinó una Kdis mucho mayor 

que las otras TIMs bacterianas, sin embargo, al hacer el cálculo del ∆Gdis, se puede 

observar que la diferencia energética no es de una magnitud tan diferente con respecto 

a las otras TIMs. A pesar de que la  di 

app
 para las TIMs bacterianas fue mayor a la de 

otras TIMs silvestres, no consideramos que esta característica afecte en nuestros 

experimentos realizados, en específico en la determinación de los parámetros 

catalíticos (y otros experimentos dependientes de la actividad enzimática de las TIMs), 

ya que al realizar la medición de actividad enzimática siempre se observaron trazos 

lineales, sin signos de inactivación, por lo que aunque las TIMs bacterianas tengan una 

 di 

app
 alta, su cinética de disociación puede ser lenta y nos permite hacer todos los 

experimentos sin ningún problema de variación entre  poblaciones monoméricas y 

diméricas. Además, cuando se mide la actividad enzimática de las TIMs, se sabe que la 

estabilidad del dímero aumenta con la ocupación de los sitios activos por el sustrato 

(Jimenez et al., 2003; Garza-Ramos et al., 1992), una razón más por la cual no se 
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observa inactivación en las mediciones de actividad enzimática. Sobre los experimentos 

de desnaturalización térmica (y en general en el resto de los ensayos mostrados), todos 

ellos llevaron a cabo en concentraciones de proteína muy elevadas a la KDiss, debido a 

esto, podemos tener la certeza de que en todos los experimentos realizados en el 

presente estudio se trabajó con dímeros activos. Se propone en un futuro caracterizar la 

energética de esta disociación para conocer más a fondo como sucede este proceso, 

así como determinar la reversibilidad del proceso de dilución, con la posibilidad de que 

en algunos casos el valor de la constante de disociación reportado no sea un valor 

aparente. 

 

Al calcular el ∆G de asociación a partir de la  di 

app
 determinada, se encontró que 

este valor es el que tiene la mayor contribución al ∆G total de estabilidad, es decir, la 

asociación de las subunidades es el mayor contribuyente a la estabilidad de la enzima a 

comparación del ∆G de plegamiento, una característica encontrada en todas las TIMs 

analizadas (Peimbert et al., 2008b). La razón de este comportamiento (y en su fondo, 

de la naturaleza oligomérica de la TIM) se ha estudiado ampliamente. Por una parte, las 

conclusiones de los primeros estudios señalaban que la estabilidad de las subunidades 

es la principal razón de la naturaleza oligomérica de la TIM (Mainfroid et al., 1996b; 

Borchert et al., 1993). Sin embargo, también se ha discutido que la baja estabilidad de 

los monómeros de la TIM no es la única ni la principal causa de su naturaleza dimérica 

y que existe una relación entre la estabilidad y su función, implicando la aparición de un 

elevado ∆G de a ociación para realizar la catálisis. Empero, se han logrado tener 

monómeros activos mediante la estrategia de evolución dirigida, aunque la actividad 

está lejos de una TIM silvestre (Saab-Rincon et al., 2001), debido a esto se sabe que la 

realización de estos experimentos pueden ayudar a responder la relación entre el 

estado de oligomerización y la estabilidad de la enzima misma.  

 

Sobre los espectros de dicroísmo circular, todas las TIMs presentaron los 

mínimo  clá ico  de una proteína que tiene e tructura α y β, como lo pre entan lo  

barriles TIM, a excepción de DrTIM en la que su espectro de dicroísmo circular está 

fuera del espectro estándar de las demás TIMs. DrTIM presentó una intensa banda 

negativa en 222 nm, lo cual probablemente indica la pre encia de hélice  α adicionale ; 
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se tendrá que esperar la resolución de la estructura de la enzima para ver si tiene 

alguna peculiaridad estructural con respecto al barril TIM clásico.  

 

Los espectros de fluorescencia muestran que las cinco TIMs bacterianas tienen 

una ʎmax de emisión entre 325-330 nm, lo cual nos indica que sus triptófanos están en 

un ambiente  hidrofóbicos y ocultos del solvente. Sin embargo, al comparar los valores 

máximos de emisión, podemos ver que hay diferencias considerables. Por ejemplo, el 

máximo de intensidad de fluorescencia de ScoTIM es 9 veces mayor que el de GoTIM, 

a pesar de que esta última tiene un triptófano de más. Al analizar in silico un modelo de 

estas enzimas, los 2 triptófanos conservados están en las asas 1 y 6. Con esto, 

podemos especular que las diferencias en la señal, pudiera deberse al apagamiento de 

alguno de los triptófanos de GoTIM en el estado nativo; de hecho para otras TIMs 

(GlTIM y TbTIM), se ha observado que el apagamiento de triptófanos es debido a dos 

mecanismos principales: 1) interacciones con otros aminoácidos aromáticos debido a la 

proximidad y orientación de los grupos indol y 2) transferencia de energía de residuos 

cargados que rodean los triptófanos (Hernandez-Alcantara et al., 2008; Chanez-

Cardenas et al., 2002). Probablemente en GoTIM pudiera estar sucediendo alguno de 

estos dos mecanismos. 

 

El valor obtenido de Tm para cada proteína nos dejó con una amplia sorpresa, ya 

que el valor de 46 ºC para DrTIM, es de los más bajos reportados hasta ahora para las 

TIMs, sólo por arriba de la TIM de Moritella marina (41 ºC). Este comportamiento es 

destacable, debido a que D. radiodurans es un organismo termotolerante  y nuestro 

valor de Tm está por debajo del intervalo de las TIMs provenientes de organismos 

termófilos (≈80 °C). Al respecto, se han reportado algunos mecanismos que utiliza D. 

radiodurans para resistir a la temperatura y radiación, entre los que destacan: presencia 

de grandes concentraciones de cosolutos como la trehalosa, iones como el manganeso, 

alteración de la membrana celular con incorporación de mayor número de proteínas, 

mayor presencia de chaperonas y proteínas para la reparación de DNA (Daly, 2009; 

Daly et al., 2004; Battista, 1997). ScoTIM y NpTIM presentan valores dentro del 

intervalo de los reportado  para la TIM de organi mo  me ófilo  (≈55 ºC). En cambio, 

para  GoTIM y CpTIM presentaron los valores más altos de Tm, por arriba de las TIMs 
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de organismos mesófilos y muy cercanas a las Tm de organismos termófilos. Esto 

sugiere  que tal vez dichos organismos se enfrentan a altas temperaturas en su hábitat 

natural, por lo que deben de desarrollar una mayor estabilidad térmica en sus 

estructuras proteicas. Entre las estrategias hasta ahora asociadas a la termoestabilidad 

de la enzima, se encuentra el estado de oligomerización, ya que se ha visto que, en la 

mayoría de las TIMs termófilas hasta ahora estudiadas, el estado de asociación es 

tetramérico y no dimérico como lo observado en TIMs mesófilas (a excepción de BsTIM 

que es un dímero (Álvarez et al., 1999) y de GlTIM que varía su estado de 

oligomerización entre dímero/tetrámero de acuerdo con su ciclo de vida (Reyes-Vivas et 

al., 2007; Lopez-Velazquez et al., 2004)). Otra estrategia puede ser la reversibilidad del 

proceso de desnaturalización térmica que se observa en algunas TIMs bacterianas, 

aunque se desconoce si este mecanismo se encuentra diversificado en otros fila 

bacterianos o en especies del mismo filo. 

 

Los resultados de la desnaturalización inducida por temperatura tienen varios 

aspectos a resaltar. En primer punto, el proceso de desnaturalización térmica resultó 

ser irreversible para NpTIM y GoTIM como lo había sido para la mayoría de las TIMs 

estudiadas, respondiendo a un modelo de dos estados irreversible N  F (modelo de 

Lumry-Eyring). Sin embargo, se puede observar que el proceso de desnaturalización es 

parcialmente reversible (>85%) por DC y completamente reversible por DSC en tres de 

las TIMs bacterianas: DrTIM, CpTIM y ScoTIM, presentando transiciones únicas en la 

desnaturalización y renaturalización. Lo anterior se demuestra tanto en las rampas de 

temperatura seguidas por dicroísmo circular, como por las trazas calorimétricas 

realizadas con DSC. También se observa que en los espectros de dicroísmo circular 

comparados entre la forma nativa y la renaturalizada tras el proceso de 

desnaturalización térmica, se ve una elevada recuperación de la señal en las 3 TIMs 

mencionadas. La reversibilidad en el desplegamiento térmico es un resultado 

interesante, ya que nunca se había tenido una TIM con reversibilidad elevada y al 

equilibrio. La mayoría de las TIMs estudiadas hasta el momento habían presentado 

transiciones irreversibles en un proceso de desnaturalización térmica, y en el caso de 

que hubiera reversibilidad, como lo es en la TIM de Saccharomyces cerevisiae, ScTIM 

(bajo condiciones muy especiales), HsTIM (y sus mutantes con baja energía de 
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disociación huTIM/M14Q y huTIM/R98Q) y EhTIM, el proceso no estaba al equilibrio, ya 

que el regreso a la forma nativa muestra una histéresis alta (aproximadamente 10 ºC 

para ScTIM, Benitez-Cardoza et al., 2001; 2 ºC para EhTIM (sólo la primera transición), 

Tellez et al., 2008). En contraste, en las TIMs bacterianas (DrTIM, CpTIM y ScoTIM) la 

histéresis es menor a 1 ºC entre las trazas de desnaturalización y renaturalización 

(figuras 57, 59 y 61). 

 

En las TIMs con desplegamiento térmico irreversible, se observó que las curvas 

calorimétricas se ajustan bien a un modelo de dos estados irreversible (N  F, modelo 

de Lumry-Eyring), lo cual indica que al ajustarse a esta constante de primer orden,  la 

disociación del dímero en monómeros tiene lugar después del paso limitante, en otras 

palabras, el ET cinéticamente relevante es también dimérico como en la forma nativa. 

Es de resaltar el amplio intervalo de energías de activación encontrado para NpTIM y 

GoTIM, lo cual indica grandes diferencias en la energética del ET. Para ambas 

proteínas, los valores encontrados se encuentran entre los reportados para otras TIMs: 

para GoTIM, su valor de EA es casi del doble de NpTIM (171 contra 87 kcal mol-1) y muy 

semejante al reportado para TcTIM, mientras que el valor de NpTIM se parece mucho al 

de TbTIM y LmTIM (Costas et al., 2009). Es importante notar que los diferentes valores 

de EA se traducen en diferentes tasas de desnaturalización a condiciones fisiológicas de 

la bacteria. Si observáramos el proceso a 37 ºC (de la extrapolación del gráfico de 

Arrhenius), la tasa de desnaturalización para GoTIM (k= 4.69 x 10-19 min-1) es varios 

órdenes de magnitud más lenta que para NpTIM (k= 1.48 x 10-4 min-1), indicando una 

mayor estabilidad cinética de esta proteína. 

 

Se ha observado una relación entre los valores m y los cambios en el ASA 

(Myers et al., 1995). Así, los valores de m≠ obtenido por los experimentos con urea, 

pueden transformarse a grados fraccionales de exposición al solvente en el ET 

mediante el cociente m≠/meq. Si se compara este grado de exposición al solvente entre 

NpTIM y GoTIM, se puede observar que el grado de exposición (0.06 y 0.27) son bajos, 

por lo cual el ET tiene características semejantes al estado nativo en lo que refiere a la 

exposición al solvente, a pesar de esto, GoTIM muestra una mayor exposición al 

solvente que NpTIM.  
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La EA puede ser vista como la diferencia de la entalpía entre el estado de 

transición y el estado nativo (EA = ∆H≠). Los valores de m≠ pueden tomarse como un 

estimado del grado de desplegamiento (o de ASA) en la conversión del estado nativo al 

estado de transición;  el hecho de que se obtengan valores más altos  de EA junto con 

valores de m≠ bajos, indica que el balance energético en el estado de transición es 

diferente que en los estados nativos. Si calculamos la entalpía en el ET multiplicando el 

grado de exposición al solvente por la entalpía calculada del proceso de 

desplegamiento (tabla 15) (NpTIM: 0.06 x 117 kcal-1 mol-1 = 7.02 kcal-1 mol-1; GoTIM: 

0.27 x 66 kcal-1 mol-1  = 16.82 kcal-1 mol-1) podemos ver que estos valores comparados 

con la EA (NpTIM: 88 kcal-1 mol-1  y GoTIM: 171 kcal-1 mol-1) son mucho más pequeños. 

Para explicar esta diferencia tan grande, hay que considerar que claramente, el valor de 

la EA experimental no puede ser explicado únicamente en términos del grado de 

desplegamiento en el ET, ya que existen contribuciones energéticas adicionales (no 

presentes en el estado nativo) que necesitan involucrarse para la energética del estado 

de transición. Para otras TIMs reportadas, se ha visto que la contribución de la barrera 

de solvatación asociada con interacciones parcialmente desfavorecidas del agua en el 

estado de transición puede ser una causa de esta diferencia (Costas et al., 2009). Se 

sabe que las barreras energéticas para una proteína en su proceso de plegamiento-

desplegamiento son principalmente determinadas por el tamaño y la topología. Sin 

embargo, las diferencias en la función biológica pueden requerir proteínas con el mismo 

tamaño y topología pero diferente barrera energética, tal como se observa con estas 

dos TIMs bacterianas. Al parecer los efectos de solvatación pueden ser mecanismos 

eficientes para la modulación de estas barreras energéticas ya que evolutivamente 

pudieran estar controlando las estabilidades cinéticas diferenciales en proteínas 

pertenecientes a una misma familia. Debido a esto, se hipotetiza que esta variación en 

los efectos de solvatación, pudiera estar sucediendo en las dos TIMs bacterianas 

discutidas; se propone hacer un análisis a profundidad en el futuro como el propuesto 

por Costas y colaboradores en 2009 con el fin de comprobar o descartar esta 

posibilidad. 
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Para saber si una proteína está bajo control cinético o termodinámico, un 

experimento clave es observar la dependencia de la Tm con respecto a la velocidad de 

barrido. Aquí tenemos dos grandes grupos: mientras que para NpTIM y GoTIM se 

ob erva una clara dependencia de aproximadamente ΔTm de 2.5-5 K entre las 

velocidades de barrido extremas, indicando un control cinético, concordante con los 

observado con todas las TIMs estudiadas hasta el momento; para DrTIM, CpTIM y 

ScoTIM la dependencia es menor y parece no existir correlación grande con ésta, ya 

que es menor a 1.8 K entre velocidades de barrido extremas (figura 81), indicando un 

control termodinámico del proceso. 

 
 

Figura 81. Delta Tm de las TIMs bacterianas entre la velocidad de barrido más baja (30 K hr
-1

) y más alta 

(180 K hr
-1

) ensayada por DSC. La gráfica muestra la comparación entre las 5 TIMs bacterianas 

estudiadas. 

 

Con respecto a las TIMs en las que se observó reversibilidad en el proceso de 

desnaturalización térmica, hay que señalar que es la primera vez que se observa este 

fenómeno y que además el proceso está cercano al equilibrio por DC y totalmente al 

equilibrio por DSC (así mismo, el proceso es robustamente reversible ya que al calentar 

hasta por 30 grados después de la transición calorimétrica, se sigue observando 

reversibilidad del proceso, datos no mostrados). 
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Las curvas de calorimetría se ajustaron de manera correcta a un modelo de dos 

estados con disociación (N2 ⇌ 2D) y para comprobar si el modelo de desplegamiento 

considerado era el correcto, se compararon lo  valore  de ∆H de Van’t Hoff (por 

experimento  de DC) y ∆H calorimétrico, realizando el cociente de ambos. Como dicho 

criterio resultó en un valor aproximado a 1 (tabla 21), se puede considerar que el 

modelo propuesto es correcto.  Sobre los cálculos del ∆Cp se pudo observar que los 

valores calculados por métodos distintos no presentaron diferencias significativas y que 

si se construyen las curvas de estabilidad con estos valores, no se aprecia gran 

variación ni en la forma ni en lo  valore  de ∆G (ver apéndice B). 

 

La reversibilidad en el proceso de desplegamiento térmico, permite una 

caracterización fisicoquímica a profundidad del proceso de plegamiento -

desplegamiento. Esto posibilitó que se calcularan los parámetros necesarios para 

construir la curva de estabilidad para cada proteína lo cual produjo resultados 

novedosos. Si comparamos los valores de estabilidad máxima de las TIMs bacterianas 

reversibles con los datos de otras TIMs reportadas (figura 82), podemos ver que los 

valores son más bajos (casi de la mitad); en estos momentos desconocemos las causas 

que subyacen a este comportamiento. Una de las posibilidades, es que la baja 

estabilidad sea una de las razones de la reversibilidad en el proceso de 

desnaturalización térmica, e  decir, un “pago” fi icoquímico que otorgan e ta  proteínas 

para tener reversibilidad en su proceso de desplegamiento térmico. Aun con estas 

discrepancias en el ∆G máximo de e tabilidad, se puede observar que el valor de 

estabilidad a 25 ºC tiene un componente mayoritario que corresponde al ∆G de 

asociación, como se explicó anteriormente (alrededor del 80-95%), por lo cual el 

plegamiento de los monómeros contribuye en menor porcentaje en la estabilidad de la 

proteína (menos del 20% del total). Es indudable que la estabilidad conformacional se 

incrementa en gran medida durante el proceso de oligomerización, ya que la estabilidad 

del monómero es mucho menor cuando se compara con la energía del dímero. A partir 

de los datos disponibles en la literatura, se estima que el ∆G total promedio del proceso 

es aproximadamente de 20-25 kcal mol-1, que corresponde al 100% de la energía libre 

total del proceso. Por otro lado, la estabilidad del monómero corresponde únicamente al 

15% de la energía total. La baja estabilidad del intermediario monomérico es quizá una 
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de las principales razones de la ausencia de catálisis en el monómero aislado (Saab-

Rincon et al., 2001). 

 

Figura 82. ΔG total y de a ociación de la  TIM  bacteriana  y de otra  TIM  eucarionte  reportada  

hasta el momento. Las proteínas del extremo derecho marcadas en un cuadro rojo, son las estudiadas en 

el presente trabajo. Para NpTIM y GoTIM, únicamente  e tiene ha ta el momento el valor de ∆GDiss 

debido a que el proceso de desplegamiento térmico fue irrever ible,  e e pera tener en un futuro el ∆G 

total, determinado con experimentos de desnaturalización con urea, GdnHCl o ambos, al igual que las 

otras TIMs eucariontes observadas en la gráfica. 

 

¿Por qué el desplegamiento de unas TIMs es reversible y en otras TIMs no lo 

es? Esta no es una pregunta fácil ni directa de responder. Comparando las 

características generales de las 5 enzimas, al menos en tamaño y punto isoeléctrico, no 

se observan diferencias considerables. Al alinear las cinco enzimas, agrupar las tres 

proteínas con desplegamiento reversible y las dos con proceso irreversible, no 

encontramos diferencias claras entre los grupos. Los porcentajes de identidad y 

similitud entre las TIMs estudiadas al momento se pueden observar en el apéndice C. 

Se sabe que la presencia de algunos aminoácidos puede desfavorecer la resistencia a 

la temperatura, sin embargo, algunos de ellos como las argininas, asparaginas y 

algunos aminoácidos polares, no parecen tener una distribución preferencial en estas 

TIMs, por lo que tampoco se encuentra una relación directa con la composición de 

aminoácidos ni sus propiedades fisicoquímicas (tabla 27). 
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Tabla 27. Composición aminoacídica de las TIMs bacterianas. 

 

n % n % n % n % n %

Ala (A) 15 6.1 32 12.5 9.3 42 17.0 31 12.4 35 13.4 14.3

Arg (R) 12 4.9 11 4.3 4.6 12 4.9 7 2.8 9 3.4 3.7

Asn (N) 11 4.5 4 1.6 3.0 8 3.2 12 4.8 6 2.3 3.4

Asp (D) 8 3.3 10 3.9 3.6 12 4.9 12 4.8 19 7.3 5.6

Cys (C) 3 1.2 3 1.2 1.2 3 1.2 6 2.4 4 1.5 1.7

Gln (Q) 15 6.1 8 3.1 4.6 7 2.8 9 3.6 10 3.8 3.4

Glu (E) 22 8.9 18 7.1 8.0 20 8.1 24 9.6 19 7.3 8.3

Gly (G) 24 9.8 28 11.0 10.4 27 10.9 18 7.2 24 9.2 9.1

His (H) 6 2.4 7 2.7 2.6 5 2.0 5 2.0 9 3.4 2.5

Ile (I) 21 8.5 10 3.9 6.2 8 3.2 20 8.0 13 5.0 5.4

Leu (L) 24 9.8 21 8.2 9.0 25 10.1 12 4.8 22 8.4 7.8

Lys (K) 7 2.8 15 5.9 4.4 9 3.6 19 7.6 18 6.9 6.0

Met (M) 3 1.2 5 2.0 1.6 4 1.6 8 3.2 5 1.9 2.2

Phe (F) 10 4.1 8 3.1 3.6 1 0.4 7 2.8 4 1.5 1.6

Pro (P) 11 4.5 11 4.3 4.4 10 4.0 7 2.8 6 2.3 3.0

Ser (S) 14 5.7 15 5.9 5.8 12 4.9 6 2.4 11 4.2 3.8

Thr (T) 15 6.1 17 6.7 6.4 11 4.5 18 7.2 11 4.2 5.3

Trp (W) 3 1.2 3 1.2 1.2 3 1.2 2 0.8 2 0.8 0.9

Tyr (Y) 4 1.6 6 2.4 2.0 6 2.4 6 2.4 9 3.4 2.8

Val (V) 18 7.3 23 9.0 8.2 22 8.9 22 8.8 25 9.6 9.1

Total 246 100 255 100 100 247 100 251 100 261 100 100

% Cargados (DEKHR) 23.0 26.2

% Cargados + (KRH) 11.4 12.2

% Cargados - (DE) 11.6 14.0

% Alifáticos (ILV) 24.0 22.2

% Aromáticos (FHWY) 9.3 7.7

% Polares (DERKQN) 28.2 30.6

% Neutros (AGHPSTY) 40.3 40.8

% Hidrofóbicos (CFILMVW) 31.6 28.7

% Pequeños (ACDGST) 36.3 39.8

% Medianos (EHILKMNPQV) 52.4 51.2

% Grandes (FRWY) 11.4 9.0

TIMs con desplegamiento                                                                                      

térmico reversible

Aminoácido /                                                   

% de cierta característica

TIMs con desplegamiento                                                        

térmico irreversible

NpTIM GoTIM Promedio        

del grupo (%)

22.4

10.2

12.2

25.6

9.4

30.5

36.2

33.4

32.1

56.1

11.8

Dr TIM Promedio        

del grupo (%)

CpTIM ScoTIM

23.5

12.6

10.9

22.4

9.1

25.9

44.3

29.8

40.4

48.6

10.9

47.8

23.5

10.5

12.9

22.3

6.1

8.9

26.7

12.4

14.4

21.5

7.9

33.1

36.3

30.7

36.3

54.9

8.8

45.8

27.5

26.7

43.3

28.4

13.8

14.6

22.9

9.2

9.2

31.1

40.2

28.8

39.9

50.9

 

Si normalizamos la composición aminoacídica de acuerdo a las preferencias  que 

se encuentran en las proteínas depositadas en el PDB, se puede obtener la misma 

tabla normalizada de acuerdo a la abundancia de cada aminoácido en una estructura 

(tabla 28).  
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Tabla 28. Preferencia normalizada de la composición aminoacídica de las TIMs bacterianas. 

 

NpTIM GoTIM
Promedio        

del grupo 
Dr TIM CpTIM ScoTIM

Promedio        

del grupo

Ala (A) 8.74 0.70 1.44 1.07 1.95 1.41 1.53 1.63

Arg (R) 4.81 1.01 0.90 0.96 1.01 0.58 0.72 0.77

Asn (N) 4.39 1.02 0.36 0.69 0.74 1.09 0.52 0.78

Asp (D) 5.72 0.57 0.69 0.63 0.85 0.84 1.27 0.99

Cys (C) 1.62 0.75 0.73 0.74 0.75 1.48 0.95 1.06

Gln (Q) 3.19 1.91 0.98 1.45 0.89 1.12 1.20 1.07

Glu (E) 6.39 1.40 1.10 1.25 1.27 1.50 1.14 1.30

Gly (G) 7.82 1.25 1.40 1.33 1.40 0.92 1.18 1.16

His (H) 2.15 1.13 1.28 1.21 0.94 0.93 1.60 1.16

Ile (I) 5.15 1.66 0.76 1.21 0.63 1.55 0.97 1.05

Leu (L) 8.20 1.19 1.00 1.10 1.23 0.58 1.03 0.95

Lys (K) 6.78 0.42 0.87 0.64 0.54 1.12 1.02 0.89

Met (M) 2.08 0.59 0.94 0.76 0.78 1.53 0.92 1.08

Phe (F) 3.87 1.05 0.81 0.93 0.10 0.72 0.40 0.41

Pro (P) 4.49 1.00 0.96 0.98 0.90 0.62 0.51 0.68

Ser (S) 6.56 0.87 0.90 0.88 0.74 0.36 0.64 0.58

Thr (T) 5.84 1.04 1.14 1.09 0.76 1.23 0.72 0.90

Trp (W) 1.17 1.04 1.01 1.02 1.04 0.68 0.65 0.79

Tyr (Y) 3.33 0.49 0.71 0.60 0.73 0.72 1.04 0.83

Val (V) 7.01 1.04 1.29 1.17 1.27 1.25 1.37 1.30

% Cargados (DEKHR) 25.85 4.54 4.83 4.7 4.61 4.95 5.75 5.1

% Cargados + (KRH) 13.74 2.57 3.04 2.8 2.49 2.62 3.34 2.8

% Cargados - (DE) 12.11 1.97 1.79 1.9 2.12 2.33 2.41 2.3

% Alifáticos (ILV) 20.36 3.89 3.05 3.5 3.13 3.38 3.36 3.3

% Aromáticos (FHWY) 10.52 3.72 3.80 3.8 2.81 3.05 3.69 3.2

% Polares (DERKQN) 31.28 6.33 4.90 5.6 5.29 6.24 5.87 5.8

% Neutros (AGHPSTY) 38.93 6.48 7.82 7.1 7.42 6.19 7.23 6.9

% Hidrofóbicos (CFILMVW) 29.10 7.32 6.54 6.9 5.80 7.79 6.28 6.6

% Pequeños (ACDGST) 36.30 5.18 6.29 5.7 6.45 6.23 6.29 6.3

% Medianos (EHILKMNPQV) 49.83 11.36 9.55 10.5 9.19 11.29 10.28 10.3

% Grandes (FRWY) 13.18 3.60 10.9 7.2 2.88 2.70 2.80 2.8

TIMs con desplegamiento                                                                                      

térmico reversible

Preferencia y 

abundancia del 

aminoácido en las 

estructuras del 

PDB† (%)

Aminoácido /                                                   

% de cierta característica

TIMs con desplegamiento                                                        

térmico irreversible

 

†: La normalización de las preferencias en contenido aminoacídico se realizó con las preferencias 

reportadas por Nakashima et al., 1986.  

 

Esperamos determinar las estructuras tridimensionales de las otras TIMs 

analizadas en este estudio y que, al hacerlo, se pueda hacer una comparación entre 

ellas y encontrar el origen molecular de la reversibilidad del desplegamiento térmico. 

Posiblemente haya diferencias en la interfase o en la ubicación de moléculas de agua, 
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lo que pudiera permitir la reversibilidad entre unas y otras TIMs. Con la estructura que 

ya se tiene, a expensas de comparar la estructura con otras reportadas, no se observan 

diferencias significativas hasta el momento, será interesante analizar la interfase del 

dímero, número de puentes de hidrógeno, etc., para buscar una correlación entre la 

reversibilidad del proceso de desnaturalización térmica y la estabilidad estructural de la 

enzima.  

 

Algunas de las características que se analizarán en el futuro para comparar TIMs 

con procesos de desplegamiento diferentes, serán: volumen de las cavidades, 

interacciones hidrofóbicas, puentes salinos, secuencias antiagregación, la longitud de 

las asas e interacciones involucradas en la interfase (Somero, 1995), entre otras 

características que han sido reportadas que contribuyen a la estabilidad térmica de las 

proteínas. 

 

Los resultados presentados en este trabajo confirman la idea de que a pesar de 

haber estudiado el plegamiento de las proteínas por más de 50 años, aún existen 

muchas preguntas por responder. Las pautas que determinan un control cinético o 

termodinámico en el proceso de plegamiento/desplegamiento no son conocidas en su 

totalidad, pero trabajos como el realizado pueden acercarnos a tener una visión más 

amplia sobre el tema.  Lo que hasta ahora conocemos, es la punta de un iceberg cuyo 

fondo día tras día vamos descubriendo. Sin duda alguna, las investigaciones actuales y 

futuras, permitirán comprender el mecanismo de plegamiento de proteínas y 

posiblemente, encontrar una solución al problema del plegamiento de éstas. 
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CONCLUSIONES 

 

1. La eficiencia catalítica de las TIMs estudiadas indica que en todas, la catálisis 

está limitada por difusión. 

 

2. En todas las enzimas el estado oligomérico es un dímero. 

 
3. Para NpTIM y GoTIM, el desplegamiento térmico es un proceso irreversible y 

controlado cinéticamente. Dicha desnaturalización, responde a un modelo de dos 

estados irreversible (Lumry-Eyring): N  F.  

 
4. El valor de energía de activación para NpTIM y GoTIM, se encuentra entre los 

reportados previamente para otras TIMs. 

 
5. El estado de transición para NpTIM y GoTIM es dimérico y muy parecido al 

nativo en términos de exposición al solvente.  

 
6. Por primera vez se encontró que para un grupo de TIMs (DrTIM, CpTIM y 

ScoTIM), el desplegamiento térmico es reversible y está al equilibrio. El proceso 

responde a un modelo de dos estados con disociación: N2 ⇌ 2D. La 

reversibilidad del proceso puede tener algún significado evolutivo de acuerdo al 

nicho ecológico en el que habitan estas bacterias y su ubicación en el árbol 

filogenético. 

  

7. El valor de ∆G de e tabilidad a 25 ºC para DrTIM, CpTIM y ScoTIM es de 

aproximadamente la mitad del reportado para otras TIMs, lo que puede indicar 

un “pago” fi icoquímico por la reversibilidad del desplegamiento térmico. 

 
8. Los resultados presentados en este trabajo indican que para el miembro 

fundador de la topología de barriles TIM, la secuencia de aminoácidos 

seleccionada evolutivamente, determina si el proceso de 

plegamiento/desplegamiento, está bajo control cinético o termodinámico. 
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PERSPECTIVAS 

 

1. Caracterizar energéticamente el mecanismo de disociación de las TIMs 

bacterianas. 

 

2. Resolver la estructura tridimensional de las TIMs bacterianas que faltaron 

determinar en el presente estudio. 

 

3. Hacer otros análisis y comparaciones estructurales entre TIMs con 

desplegamiento térmico reversible e irreversible para encontrar alguna posible 

causa molecular de la reversibilidad en este proceso. 

 
4. Determinar la vía de plegamiento de las TIMs bacterianas utilizando agentes 

caotrópicos como la urea, GdnHCl o ambos.  

 
5. Estudiar otras proteínas derivadas de organismos extantes con el fin de 

completar mejor el árbol filogenético de la TIM en el dominio Bacteria. 

 
6. Realizar una reconstrucción de proteínas ancestrales de la TIM y analizar 

algunos ancestros evolutivos con el fin de encontrar una relación biológica del 

surgimiento/mantenimiento de la reversibilidad/irreversibilidad en el proceso de 

desnaturalización térmica. 

 
7. Analizar la termoestabilidad de la TIM desde una perspectiva evolutiva que 

permita describir la historia del paisaje conformacional de esta enzima y su 

adaptación a la temperatura a lo largo del tiempo y en diferentes nichos 

ecológicos. 
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APÉNDICE A 

 

El siguiente cladograma muestra más en detalle los supertaxones a los que pertenecen 

las bacterias y señala además las relaciones entre los distintos grupos bacterianos, de 

acuerdo con las ideas de Cavalier-Smith (figura 83) (Cavalier-Smith, 2006). 

 

 
 

Figura 83. Cladograma que muestra la relación genética entre los distintos grupos bacterianos y su 

relación con los dominios Archaea y Eukarya. Se detallan los 3 supertaxones y los taxones incluidos en 

cada uno de ellos (fuente: Cavalier-Smith, 2006a-b). 

 

 

Eobacteria (Chlorobacteria + Hadobacteria): [A] Bacteria gramnegativa con 

pared de peptidoglicano; membrana externa carente de lipopolisacáridos; carencia de 

flagelos y endosporas; movilidad por deslizamiento bacterial; biología celular 

completamente desarrollada; presencia de citocromo c, clorosomas y fotosíntesis 

anoxigénica. [B] Surgimiento de Omp85 (un componente del mecanismo de inserción 

de proteínas en la membrana externa); desarrollo de cuatro nuevas catalasas; 

presencia de citocromo b; realización de fotosíntesis oxigénica, que podría haberse 

desarrollado en el antecesor común de Hadobacteria y Cyanobacteria, aunque los 

primeros son actualmente no fotosintéticos. 
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Glycobacteria (Cyanobacteria + Gracilicutes + Eurybacteria): [C] Surgimiento 

de la revolución glicobacteriana: bacteria gramnegativa con pared de peptidoglicano; 

membrana externa con inserción de moléculas complejas de lipopolisacáridos; 

presencia de hopanoides (agentes reforzantes de las membranas), ácido 

diaminopimélico, ToIC y TonB en la pared de peptidoglicano. [D] Producción de 

ficobilisomas (estructuras de antena fotosintéticas presentes únicamente en 

cianobacterias y en ciertas algas). [E] Origen de los flagelos. [F] Cuatro inserciones en 

diversas proteínas: un aminoácido en Hsp60 y FtsZ y un dominio en las ARN 

polimera a  β y σ. [G] Formación de endo pora . 

 

Posibacteria (Endobacteria + Actinobacteria): [H] Bacteria grampositiva: 

hipertrofia de la pared de peptidoglicano, pérdida de la membrana externa y origen de 

enzimas sortasas para enlazar las proteínas periplasmáticas a la pared celular y así 

evitar su pérdida. [I] Producción de glicerol 1-P deshidrogenasa (enzima que forma el 

glicerolfosfato de imagen especular al encontrado en los éter fosfolípidos bacterianos y 

eucariotas y característico de las arqueas). [J] Origen de los proteasomas; producción 

de fosfatidilinositol. 

 

Neomura (Archaea + Eukarya): [K] Surgimiento de la revolución Neomura: el 

peptidoglicano y las lipoproteínas son sustituidos por glicoproteínas. [L] Producción de 

ADN girasa inversa (que induce un superenrollamiento positivo en el ADN para 

aumentar su estabilidad térmica); presencia de lípidos éter isoprenoides en la 

membrana citoplasmática. [M] Surgimiento de la fagotrofia; adquisición de mitocondrias; 

cambio en la estructura general de la célula. 

 

Taxonomía bacteriana 

 

Los fila bacterianos que se incluyen en el esquema evolutivo actualmente aceptado del 

dominio Bacteria, son los siguientes (Cavalier-Smith, 2006a-b; Cicarelli et al., 2006): 
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 Supertaxón Eobacteria  

 

o Taxón Chlorobacteria  

 

 Filo Chloroflexi (bacterias verdes no del azufre). Pequeño filo de 

bacterias que realizan la fotosíntesis anoxigénica mediante 

bacterioclorofila, por lo que no producen oxígeno. Su vía de fijación 

del carbono también difiere de la de otras bacterias fotosintéticas. 

Son aerobias facultativas y típicamente filamentosas. 

 

 Filo Thermomicrobia. Pequeño filo de termófilos quimioheterótrofos. 

 

o Taxón Hadobacteria  

 

 Filo Deinococcus-Thermus. Grupo de quimiorganotrofos 

extremófilos altamente resistentes. Unas especies soportan el calor 

y el frío extremo, mientras que otras son resistentes a la radiación y 

a un gran número de sustancias tóxicas. 

 

 Supertaxón Glycobacteria  

 

o Taxón-Filo Cyanobacteria (algas verde-azuladas). El grupo más 

importante de bacterias fotosintéticas. Presentan clorofila y realizan la 

fotosíntesis oxigénica. Son unicelulares o coloniales filamentosas. 

 

o Taxón Gracilicutes  

 

 Filo Spirochaetes. Bacterias quimioheterótrofas con forma alargada 

típicamente enrollada en espiral que se desplazan mediante 

rotación. Muchas producen enfermedades. 
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 Filo Chlorobi (bacterias verdes del azufre). Es un pequeño filo de 

bacterias fototrofas mediante bacterioclorofila y anaerobias 

obligadas. Una especie es termófila y vive en fuentes 

hidrotermales. 

 

 Filo Bacteroidetes. Un extenso filo de bacterias con amplia 

distribución en el medio ambiente. Es un grupo heterogéneo que 

incluye aerobios obligados o anaerobios obligados, comensales, 

parásitos y formas de vida libre. 

 

 Filo Fibrobacteres. Pequeño filo que incluye muchas de las 

bacterias estomacales que permiten la degradación de la celulosa 

en los rumiantes. 

 

 Filo Proteobacteria. Es un grupo muy diverso y el segundo más 

extenso entre las bacterias. Casi todas son heterótrofas y muchas 

causantes de enfermedades, pero los rizobios son simbiontes al 

realizar la fijación de nitrógeno y las bacterias púrpuras son 

fototrofas con bacterioclorofila. 

 

 Filo Aquificae. Un pequeño grupo de bacterias quimiolitotrofas, 

termófilas o hipertermófilas. Se les encuentra en manantiales 

calientes, pozos sulfurosos y fuentes hidrotermales oceánicas. 

 

 Filo Deferribacteres. Grupo de bacterias acuáticas anaerobias. 

 

 Filo Chrysiogenetes. Comprende una sola especie de 

quimiolitoautótrofo. Tiene una bioquímica y una forma de vida 

únicas: en vez de respirar oxígeno, respira arseniato. 

 

 Filo Acidobacteria. Pequeño filo de bacterias acidófilas comunes en 

el suelo. Incluye una bacteria fototrofa usando bacterioclorofila. 
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 Filo Planctomycetes. Bacterias principalmente acuáticas aerobias 

encontradas en agua dulce, salobre y marina. Su ciclo biológico 

implica la alternancia entre células sésiles y flageladas. Se 

reproducen por gemación. 

 
 Filo Chlamydiae. Un pequeño grupo de parásitos intracelulares 

obligados de las células eucariotas. 

 

 Filo Lentisphaerae. Pequeño grupo de bacterias recientemente 

descubiertas en aguas marinas y hábitats terrestres anaerobios. 

 

 Filo Verrucomicrobia. Comprende bacterias terrestres, acuáticas y 

algunas asociadas con huéspedes eucariotas. 

 

o Taxón Eurybacteria  

 

 Filo Fusobacteria. Comprende un sólo género de bacterias 

heterótrofas anaerobias causantes de infecciones en humanos. 

Constituyen uno de los principales tipos de flora del aparato 

digestivo. 

 

 Filo Thermotogae. Un filo de hipertermófilos, anaerobios obligados, 

heterótrofos fermentativos. 

 

 Supertaxón Posibacteria  

 

o Taxón Endobacteria  

 

 Filo Dictyoglomi. Comprende una sola especie de hipertermófilo, 

quimioorganotrofo y aerobio. 
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 Filo Firmicutes. Es el grupo más extenso y comprende a las 

bacterias Gram positivas con contenido GC bajo. Se encuentran en 

diversos hábitats, incluyendo algunos patógenos notables. Una de 

las familias, Heliobacteria, obtiene su energía a través de la 

fotosíntesis. 

 

o Taxón-filo Actinobacteria. Un extenso filo de bacterias Gram positivas 

de contenido GC alto. Son comunes en el suelo aunque algunas habitan 

en plantas y animales, incluyendo algunos patógenos. 
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APÉNDICE B 

 

Se muestran las curvas de estabilidad para DrTIM, CpTIM y ScoTIM (figuras 66-68), 

que fueron con truida  con lo  diferente  valore  de ∆Cp (tablas 29-31) obtenidos por 

los métodos distintos antes explicados (sección de materiales y métodos). Se puede 

notar la semejanza de todas las curvas, razón por la cual se decidió únicamente utilizar 

la magnitud del ∆Cp obtenido del promedio de los datos experimentales para comparar 

los datos calorimétricos con los espectroscópicos (DC) (figuras 84-86). 

 

Tabla 29. Valores utilizados para construir las distintas curvas de estabilidad para DrTIM. Cada curva fue 

construida con un valor distinto ∆Cp (calculado por un método diferente en cada caso). 

 

Valor de ∆Cp utilizado para 

construir la curva
∆H (kcal mol-1) Tm (K) ∆Cp (kcal mol-1 K-1)

Programa Microcal-Origin 232 318.0 6.6

Utilizando el método de              

Guzman-Casado et al. , 2003
232 318.0 6.6

Promedio del ajuste al modelo             

de 2 estados con disociación
232 318.0 6.2

Paramétrico                            

(Robertson y Murphy, 1997)
232 318.0 6.9

Promedio de los                                

datos experimentales 
232 318.0 6.5
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Figura 84. Curvas de estabilidad para DrTIM. Las curva  fueron con truida  con di tinto  valore  de  ∆Cp 

indicados en la tabla 4; Microcal-Origin (------), Guzman-Casado (------), Ajuste al modelo (------), 

Paramétrico (------), Promedio de los datos experimentales (------). 

 
 
Tabla 30. Valores utilizados para construir las distintas curvas de estabilidad para CpTIM. Cada curva fue 

construida con un valor distinto ∆Cp (calculado por un método diferente en cada caso). 

 

Valor de ∆Cp utilizado para 

construir la curva
∆H (kcal mol-1) Tm (K) ∆Cp (kcal mol-1 K-1)

Programa Microcal-Origin 251 332.00 6.7

Utilizando el método de              

Guzman-Casado et al. , 2003
251 332.00 6.8

Promedio del ajuste al modelo             

de 2 estados con disociación
251 332.00 6.8

Paramétrico                            

(Robertson y Murphy, 1997)
251 332.00 6.7

Paramétrico                                       

(Milardi et al. , 1997)
251 332.00 7.0
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Figura 85. Curvas de estabilidad para CpTIM. Las curvas fueron construidas con distintos valores de  

∆Cp indicados en la tabla 4; Microcal-Origin (------), Guzman-Casado (------), Ajuste al modelo (------), 

Paramétrico (------), Promedio de los datos experimentales (------). 

 
 

Tabla 31. Valores utilizados para construir las distintas curvas de estabilidad para ScoTIM. Cada curva 

fue construida con un valor distinto ∆Cp (calculado por un método diferente en cada caso). 

 

Valor de ∆Cp utilizado para 

construir la curva
∆H (kcal mol-1) Tm (K) ∆Cp (kcal mol-1 K-1)

Programa Microcal-Origin 203 318.5 6.2

Utilizando el método de               

Guzman-Casado et al. , 2003
203 318.5 6.2

Promedio del ajuste al modelo            

de 2 estados con disociación
203 318.5 6.6

Paramétrico                            

(Robertson y Murphy, 1997)
203 318.5 6.3

Paramétrico                                       

(Milardi et al. , 1997)
203 318.5 7.2
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Figura 86. Curvas de estabilidad para ScoTIM. Las curvas fueron construidas con distintos valores de  

∆Cp indicados en la tabla 4; Microcal-Origin (------), Guzman-Casado (------), Ajuste al modelo (------), 

Paramétrico (------), Promedio de los datos experimentales (------). 
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APÉNDICE C 

En el presente apéndice se muestran las tablas de identidad y similitud en secuencia de aminoácidos para diversas TIMs 

estudiadas hasta el momento (tablas 32-33).   
 

Tabla 32. Identidad en secuencia de aminoácidos para diversas TIMs estudiadas al momento.  

En color blanco se indican los porcentajes de identidad del 0-39%, en amarillo del 40-59% y en rojo ≥ 60%. 
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Tabla 33. Similitud en secuencia de aminoácidos para diversas TIMs estudiadas al momento.  

En color blanco se indican los porcentajes de identidad del 0-39%, en amarillo del 40-59% y en rojo ≥ 60%. 
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