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1. Introducción 

 

 

Las enfermedades parasitarias constituyen un problema de salud pública muy importante. 

Para la mayoría de ellas, no existen tratamientos eficaces. Algunas de estas enfermedades 

causadas por protozoarios son el mal de Chagas causada por el Trypanosoma cruzi 

presente en América, y el mal del sueño causada por el Trypanosoma brucei presente en 

África. Estos parásitos son inoculados al cuerpo humano por la picadura de insectos o, en 

algunos pocos casos, por transfusión sanguínea [World Health Organization].  

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

parásitos, diversas líneas de investigación han surgido, buscando formas de atacarlos y 

eliminarlos del cuerpo humano. Un nicho de investigación en este sentido ha sido la 

posibilidad de bloquear alguno de los ciclos bioquímicos vitales de dichos organismos para 

eliminarlo, frenando así el desarrollo de la enfermedad en el individuo infectado.  

Una opción que se tiene es la de bloquear el proceso de glucólisis en estos organismos, 

evitando la producción de ATP, y llevando así a un colapso de los procesos vitales bajo 

condiciones anaerobias. Los organismos que sufren dicha interrupción bioquímica son 

mortalmente afectados, dado que la glucolisis es su única vía para obtener energía 
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[Chánez-Cárdenas, 2005]. De este modo, se puede llegar a una alternativa para tratar 

enfermedades causadas por este tipo de parásitos.  

Para bloquear la glucólisis de los parásitos es necesario elegir una proteína blanco u 

objetivo. Una de las enzimas cruciales que participan en el proceso de glucólisis es la 

Triosafosfato isomerasa (TIM). Por esta razón, la TIM ha sido elegida como proteína 

blanco. Esta enzima está presente tanto en humanos como en los tripanosomas, por lo 

que es importante que se busque especificidad hacia la TIM de los tripanosomas (TcTIM, 

TbTIM) y que no se afecte de manera considerable la TIM humana (HsTIM). Para lograr 

especificidades tan altas, es necesario conocer lo más profundamente posible a estas tres 

proteínas en todos sus aspectos. Por ello, uno de los objetivos de este trabajo es evaluar si 

hay diferencias en el comportamiento de la proteína al encontrarse en la interfase 

líquido/aire al medir la tensión superficial, tanto en su forma nativa como en presencia de 

un desnaturalizante como la urea. La TIM, como todas las proteínas, tiene una naturaleza 

dual hidrofóbica-hidrofílica debido a los residuos de aminoácidos polares y no polares por 

los que está formada. Esta naturaleza dual, hace que las proteínas se concentren en las 

interfases como agua-aire y agua-aceite, lo cual hace posible su caracterización al medir la 

tensión superficial. 

Al estar en una interfase líquido/aire, es posible que las proteínas cambien su 

conformación, orientando los grupos polares hacia la fase polar y los grupos no polares 

hacia la otra fase (aire), lo cual disminuye la tensión interfacial, actuando así como un 

tensoactivo. El modelaje de los datos de tensión superficial podrá entonces proporcionar 

información fisicoquímica sobre algunas diferencias entre la proteína de las tres especies 

(Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, y Homo sapiens), así como su caracterización 

para el proceso de adsorción a la interfase. 
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1.1. Tensión superficial 
 

En función de la perspectiva desde la cual se desee abordar, existen diferentes formas de 

definir la tensión superficial. Una de ellas  se refiere a una energía libre por unidad de área 

o una fuerza por unidad de longitud [Adamson, 1997], y sus unidades son N/m, J/m2, o 

dinas/cm. También se puede definir desde el punto de vista termodinámico como el 

trabajo requerido para aumentar el área de una superficie de forma isotérmica y 

reversible.  Desde el punto de vista molecular, la tensión superficial existe debido a que en 

un líquido existen fuerzas de atracción de corto alcance entre las moléculas. En el seno del 

líquido, estas fuerzas actúan en todas direcciones, compensándose unas con otras, 

mientras que en la superficie, estas fuerzas de atracción no están balanceadas, haciendo 

que se sientan atraídas por las moléculas que están en el seno del líquido (figura 1.1). 

 

 
Figura 1.1. Fuerzas de atracción entre moléculas en un líquido. Tomado de [Shaw, 1992]. 

 

 

Las interacciones intermoleculares responsables de dicha tensión superficial pueden ser 

interacciones electrostáticas, de van der Waals (dipolo-dipolo, ion dipolo, etc.) o puentes 

de hidrógeno. De hecho, la alta tensión superficial del agua (72.8 mN/m) es precisamente 

debida a los puentes de hidrógeno que se forman entre las moléculas [Shaw, 1992]. 
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Existen diferentes métodos para determinar la tensión superficial, los cuales pueden ser 

estáticos o dinámicos. Los métodos estáticos se emplean cuando el sistema llega al 

equilibrio de inmediato, y no hay una variación de la tensión superficial respecto al 

tiempo. Por otro lado, con los métodos dinámicos, puede medirse la tensión de sistemas 

que tardan en llegar al equilibrio, por lo tanto la tensión superficial varía en función del 

tiempo. Dependiendo de la ventana de tiempo dentro de la cual nos interese hacer las 

mediciones se pueden usar diferentes métodos, por ejemplo, el método de máxima 

presión de burbuja se puede usar para intervalos de tiempo de 0.001 a 100 segundos, 

mientras que el de gota pendiente se puede usar tanto para periodos de tiempo cortos 

como para tiempos largos, desde fracciones de segundo hasta horas [Eastoe, 2000]. Para 

este trabajo en particular, se midió la tensión superficial dinámica empleando el método 

de gota pendiente, debido a que el proceso observado tarda mucho tiempo en llegar al 

equilibrio (las mediciones duraron varias horas).  

Cuando se crea una superficie fresca de una disolución con un tensoactivo, hay pocas 

moléculas de tensoactivo en la interfase líquido/aire, por lo cual la tensión superficial 

inicial es igual a la del disolvente puro. Con el tiempo, las moléculas que se encuentran en 

el seno de la disolución comienzan a migrar hacia la región interfacial para adsorberse en 

la superficie. Este proceso hace que la tensión superficial vaya disminuyendo,  hasta que 

se alcanza el equilibrio, cuando los flujos de adsorción y desorción se vuelven iguales 

[Eastoe, 2000; Ravera, 1993].  

Existen dos modelos principales para la migración y adsorción de moléculas a la interfase:  

1. Modelo controlado por difusión: se considera que el paso limitante es la difusión 

del seno del líquido a la superficie, y la adsorción a la superficie es inmediata. La 

descripción se basa en la ecuación propuesta por Ward y Tordai [Ward, 1946] (ver 

sección 4.1)  

2. Modelo controlado por adsorción (o mixto): en este caso, el paso limitante es la 

adsorción a la interfase. Se considera que la difusión es rápida en comparación con 

la adsorción, de tal forma que el proceso es controlado cinéticamente o por una 
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barrera. Esto puede deberse a varios factores, como pueden ser: la presencia de 

una barrera de energía potencial de adsorción, que la molécula debe tener una 

orientación adecuada para adsorberse, que haya espacio suficiente para su 

adsorción en la superficie, etc. Se dice que este modelo es mixto porque se 

consideran la difusión y la adsorción de las moléculas a la superficie. El modelo 

más común también se basa en la ecuación de Ward y Tordai, pero introduce un 

coeficiente de difusión aparente, el cual considera la energía de activación 

requerida para la adsorción en una relación que sigue la ecuación de Arrhenius:  

                                                         
RT

DD a

ap

2
exp                                                            (1.1) 

Donde Dap es el coeficiente de difusión aparente, D es el coeficiente de difusión, εa es la 

energía de activación, que representa la barrera energética que se debe vencer para que 

ocurra la adsorción y RT es el producto entre  la constante universal de los gases y 

temperatura [Ravera, 1993; Eastoe, 2000; Fainerman, 2001].  

 

1.2. Proteínas en la superficie 
 

Cada proteína es diferente, y sus propiedades están determinadas por distintos factores, 

como la cadena de aminoácidos por la que está formada, su estructura tridimensional, 

estabilidad conformacional, carga, dimensiones, etc. También el medio en el cual se 

encuentre la proteína influye sobre su comportamiento y funcionalidad, por lo que es 

importante la naturaleza del disolvente, el pH, la fuerza iónica, la temperatura y la 

presencia de interfases [Magdassi, 1996].  

Las proteínas generalmente son anfifílicas, ya que están formadas de porciones polares y 

no polares en su estructura. Es por esto que tienen actividad superficial; sin embargo, ésta 

depende también de otros factores, como pueden ser:  
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 El tamaño de la proteína, debido al número de puntos de contacto que pueda 

tener con la superficie. 

 La carga y su distribución en la proteína, debido a las posibles repulsiones o 

atracciones electrostáticas entre las  moléculas adsorbidas o a la carga que pueda 

tener la superficie donde se adsorben. Es común que exista una mayor adsorción 

cerca del punto isoeléctrico. 

 Su estructura, ya que diferentes proteínas poseen diferentes flexibilidades. 

 La cadena polipeptídica, porque varía la naturaleza anfipática de la proteína al 

haber variaciones en los residuos polares y no polares que la conforman. Se espera 

que con una mayor hidrofobicidad de la proteína ésta presente mayor actividad 

superficial [Magdassi, 1991; Magdassi, 1996]. 

La importancia y posibles aplicaciones que las proteínas tienen relacionadas con interfases 

son muy variadas en sistemas biológicos, así como en la industria de los alimentos, la 

industria farmacéutica y la cosmética. 

Por ejemplo, la leche es una emulsión que existe de manera natural, compuesta de 

partículas de grasa rodeadas por caseína, entre otros componentes que estabilizan la 

emulsión [Madgassi, 1991]. Las lipasas son enzimas que funcionan en interfases lípido-

agua en micelas, liposomas, emulsiones, etc., y son importantes en la absorción de grasas 

durante la digestión de alimentos [Matsumura, 2001]. 

En la industria de los alimentos algunas proteínas de la leche de vaca, como la                    

β-lactoglobulina, son usadas como ingredientes importantes en la formación y 

estabilización de espumas y emulsiones. En estos casos, las proteínas se adsorben 

rápidamente a la interfase formada entre las burbujas de aire y el líquido, o entre las gotas 

de aceite y agua, evitando que el sistema se desestabilice. Dada su alta actividad 

superficial, las proteínas se pueden adsorber a una gran variedad de superficies, desde 

membranas lipídicas en organismos vivos, hasta las tuberías usadas en plantas 

procesadoras de alimentos [Dickinson, 1999]. 



 

7 
 

 
1. Introducción 

 

  

Otro ejemplo de la importancia que tienen las proteínas y su actividad superficial en un 

sistema biológico, es en las lágrimas, en las cuales una tensión superficial baja y una 

viscosidad no Newtoniana son esenciales para la estabilidad de éstas y para la lubricación 

adecuada de la superficie ocular. Una de las principales proteínas involucradas en 

proporcionar estas características, es la lipocalina, que es una de las más abundantes en 

las lágrimas y se une con gran facilidad a lípidos, lo cual determina la tensión superficial de 

las lágrimas [Millar, 2006].  

En este trabajo se estudió el comportamiento en la interfase líquido/aire de la 

triosafosfato isomerasa de tres especies. A continuación se proporciona información 

general de esta proteína.  

 

1.3. Triosafosfato isomerasa 
 

La triosa fosfato isomerasa (número EC 5.3.1.1. en el sistema internacional de 

clasificación) es una proteína que cataliza la isomerización reversible entre gliceraldehído-

3-fosfato (GAP) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP), lo cual corresponde al quinto paso en 

el proceso de glucólisis (figura 1.2) [Stryer, 1988]. Es considerada una enzima muy 

eficiente, ya que la reacción que cataliza es tan rápida que está controlada por la difusión 

del sustrato. Debido a esta gran eficiencia, se considera que los dos reactivos se 

encuentran en equilibrio (K=[GAP]/[DHAP]=4.73x10-2); sin embargo, como GAP es 

consumido en el proceso de glucólisis, se favorece la formación de este producto [Voet, 

1995]. 
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Figura 1.2. La triosafosfato isomerasa participa en el quinto paso de la glucólisis (diagrama 

tomado de [Stryer, 1988]) 
 
 

La estructura de esta proteína para la mayoría de las especies es un homodímero (excepto 

para Pyrococcus woesei y Methanothermus fervidus, que son homotetrámeros), es decir, 

que está constituida por dos unidades monoméricas iguales compuestas de alrededor de 

250 residuos de aminoácidos y con una masa aproximada de 27.4 kDa. Cada monómero 

tiene su propio sitio activo, y la proteína sólo presenta actividad cuando las dos unidades 

monoméricas se encuentran unidas, aunque el sitio activo no forma parte de la intercara o 

zona de contacto entre los monómeros [Chánez-Cárdenas, 2005].  

Esta proteína fue la primera en ser descrita con una estructura característica en cada 

monómero de barril alfa/beta, o barril TIM. Esta estructura se caracteriza por tener 

intercaladas 8 hélices alfa y 8 hebras beta, que forman una estructura tridimensional de 

un barril, donde las 8 hebras beta paralelas se localizan dentro de la estructura y están 

rodeadas por las hélices alfa (figura 1.3) [Petsko, 2004; Maldonado, 1998; Wierenga, 

1991]. Hay muchas otras proteínas que contienen este tipo de estructura, como la 

aldolasa, enolasa y piruvato cinasa, etc. por lo que es un tipo de estructura bastante 

común entre las proteínas [Voet, 1995].  
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Figura 1.3. Diagrama de una subunidad de la triosafosfato isomerasa donde se ilustra la estructura 
de barril alfa/beta. Imagen tomada de [Weirenga, 1991]. 

 

Aunque se trate de una misma proteína (es decir que cumple una misma función) y tener 

la misma estructura (barril alfa/beta), para el caso de la triosafosfato isomerasa de 

Trypanosoma cruzi (TcTIM), Trypanosoma brucei (TbTIM) y Homo sapiens (HsTIM) se han 

encontrado comportamientos diferentes al realizar pruebas por ejemplo de 

desnaturalización por temperatura [Costas, 2009], o al evaluar su actividad  en función de 

su concentración, como se muestra en la figura 1.4. En este último caso, cuando la 

proteína está como dímero presenta 100% de actividad, y hay que diluir mucho para 

poder llegar a obtener monómeros inactivos. Además, HsTIM es la que presenta una 

interacción más fuerte entre los monómeros en comparación con TbTIM y TcTIM, ya que 

hay que diluir mucho más para que la enzima se disocie y pierda su actividad.   
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Figura 1.4. Actividad en función de la concentración de TIM de diferentes especies (cortesía del Dr. 

Armando Gómez Puyou del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM). La actividad fue 
determinada por métodos ya reportados [Garza-Ramos, 1996]. 

  

Entre TbTIM y TcTIM existe una identidad en la secuencia de aminoácidos de 74%, es 

decir, que coinciden 185 de los 250 residuos que forman la cadena de cada monómero, y 

del 26% restante, se tienen 30 cambios conservativos. Por otro lado, si comparamos 

cualquiera de éstas con HsTIM, se tiene una identidad de alrededor de 50% (48% entre 

TcTIM y HsTIM y 50% entre TbTIM y HsTIM), pero sigue siendo bastante alta, lo cual se 

puede observar en la alineación de la secuencia de aminoácidos mostrada en las figuras 

1.5 y 1.6  [Chánez-Cárdenas, 2005].  

Entre otras cosas, se ha encontrado que TcTIM y TbTIM tienen un patrón de plegamiento 

similar, con presencia de intermediarios, al desnaturalizar y renaturalizarse con cloruro de 

guanidinio, mientras que en el caso de la urea, la HsTIM sigue un proceso de dos estados 

en su replegamiento [Mainfroid, 1996; Vázquez-Contreras, 2004].  
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Figura 1.5. Sobreposición de las estructuras tridimensionales de TcTIM, TbTIM y HsTIM  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Alineación de la secuencia de aminoácidos de TcTIM, TbTIM y HsTIM. Marcados en azul 
los residuos que coinciden en dos de las tres proteínas y en gris aquellos que coinciden para las 

tres. Esta alineación de la secuencia se obtuvo utilizando la herramienta de alineación Clustal W2. 

TcTIM      ---SKPQPIAAANWKCNGSESLLVPLIETLNAATFDHDVQCVVAPTFLHI 

TbTIM      --MSKPQPIAAANWKCNGSQQSLSELIDLFNSTSINHDVQCVVASTFVHL 

HsTIM      GSAPSRKFFVGGNWKMNGRKQSLGELIGTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYI 

              .. : :...*** ** :. *  **  :*::..  *.: * *..  :: 

 

TcTIM      PMTKARLTNPKFQIAAQNAITRSGAFTGEVSLQILKDYGISWVVLGHSER 

TbTIM      AMTKERLSHPKFVIAAQNAIAKSGAFTGEVSLPILKDFGVNWIVLGHSER 

HsTIM      DFARQKLDPKIAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSER 

            ::: :*       * :   . .******:*  ::** * .*:******* 

 

TcTIM      RLYYGETNEIVAEKVAQACAAGFHVIVCVGETNEEREAGRTAAVVLTQLA 

TbTIM      RAYYGETNEIVADKVAAAVASGFMVIACIGETLQERESGRTAVVVLTQIA 

HsTIM      RHVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTK 

           *  :**::*::.:*** * * *: **.*:**. :***:* *  **: *   

 

TcTIM      AVAQKLSKEAWSRVVIAYEPVWAIGTGKVATPQQAQEVHELLRRWVRSKL 

TbTIM      AIAKKLKKADWAKVVIAYEPVWAIGTGKVATPQQAQEAHALIRSWVSSKI 

HsTIM      VIADNVK--DWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNV 

           .:*.::.   *::**:************.********.*  :* *: *:: 

 

TcTIM      GTDIAAQLRILYGGSVTAKNARTLYQMRDINGFLVGGASLKPEFVEIIEA 

TbTIM      GADVAGELRILYGGSVNGKNARTLYQQRDVNGFLVGGASLKPEFVDIIKA 

HsTIM      SDAVAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINA 

           .  :* . **:*****.. ..: * .  *::**************:**:* 

 

TcTIM      TK 

TbTIM      TQ 

HsTIM      KQ 

           .: 
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2. Objetivos 

 

Objetivo General 
 

Caracterizar la cinética de adsorción a la interfase líquido/aire de la triosafosfato 

isomerasa de Trypanosoma cruzi (TcTIM), Trypanosoma brucei (TbTIM) y Homo sapiens 

(HsTIM). 

 

Objetivos particulares 
 

 Medir la adsorción de TcTIM, TbTIM y HsTIM en la interfase líquido/aire utilizando 

el método de gota pendiente. 

 Observar si hay cambio en la tensión superficial dinámica de las proteínas en 

ausencia y presencia del desnaturalizante químico urea en diferentes 

concentraciones.  

 Ajustar los resultados experimentales a un modelo que caracterice a los procesos 

de difusión y adsorción de las tres proteínas en la interfase líquido/aire. 

 Evaluar qué factores pueden ser los causantes de las diferencias en el 

comportamiento superficial de la proteína para las tres especies. 

 



 

13 
 

 
3. Materiales y métodos 

 

  

 
 
 
3. Materiales y métodos 

 

 

3.1. Preparación de disoluciones de triosa fosfato isomerasa  
 

La expresión y purificación de las triosafosfato isomerasas se llevó a cabo de acuerdo con 

métodos ya reportados [Borchert, 1993; Ostoa, 1997]. Estas proteínas fueron donadas por 

el Dr. Armando Gomez Puyou, del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM.  

Para preparar las diluciones, se partió de una solución concentrada de la proteína, la cual 

se encontraba en una solución amortiguadora de trietanolamina (TEA) 100 mM  y ácido 

etilendiamintetraacético (EDTA) 10 mM con un pH de 7.4. Se tomaron alícuotas y se 

diluyeron en la misma solución amortiguadora para llegar a las concentraciones de 0.01, 

0.1 y 0.4 mg/mL (3.65 x 10-7,   3.65 x 10-6 y 1.46 x 10-5 M, respectivamente). El agua que se 

utilizó para la solución amortiguadora fue destilada y desionizada, y tenía una resistividad 

de 18 mΩ.  

Para el caso de las mediciones en presencia de urea, primero se preparó una disolución de 

urea de concentración aproximadamente 8 M en el amortiguador de TEA. Posteriormente 

esta solución se hizo pasar por una columna con resina de intercambio iónico (tanto 

aniónico como catiónico) Bio-Rad AG 501-X8 (D) para eliminar impurezas y se determinó 

la concentración final de urea midiendo el índice de refracción, y empleando la relación: 

C = 117.66*(nmuestra-nbuffer) + 29.753*(nmuestra-nbuffer)
2 + 185.56*( nmuestra-nbuffer)

3 
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Donde nmuestra representa el índice de refracción de la disolución con urea, determinado 

con el refractómetro, y nbuffer representa el índice de refracción del amortiguador [Urea 

calculator]. El índice de refracción se midió a temperatura ambiente con un refractómetro 

de Abbe, marca Carl Zeiss, modelo A.  

Finalmente se tomaron alícuotas de la disolución de proteína y de la disolución de urea 

para hacer las diluciones con las concentraciones finales deseadas de proteína y urea. 

Éstas se dejaron incubar media hora a temperatura ambiente antes de iniciar las 

mediciones de tensión superficial.  

En los casos en que se empleó urea con concentraciones mayores o iguales a 7 M, se 

siguió el mismo procedimiento, presentándose el problema de que la concentración de 

urea disminuía después de filtrarla a valores menores de los esperados. Es por esto que 

después de filtrar y determinar concentración de urea, se agregó la cantidad de urea 

faltante necesaria  para llegar a la concentración deseada, y nuevamente se comprobó su 

concentración midiendo el índice de refracción. En estos casos, para asegurar la 

desnaturalización total de la proteína se dejó en incubación por un día.  

 

3.2. Tensión superficial dinámica 
 

Para la determinación de la tensión superficial, se utilizó la técnica de gota pendiente, la 

cual consiste en suspender una gota del líquido de interés en la punta de un capilar. Con 

una cámara acoplada al equipo se toma una foto del perfil de la gota formada (figura 3.1). 

Este perfil está determinado por dos fuerzas: por un lado la fuerza de gravedad, que jala la 

gota hacia abajo; y por otro lado la tensión superficial, que trata de darle una forma 

esférica a la gota para disminuir su superficie. El cambio en la curvatura de la gota es una 

medida del equilibrio entre estas dos fuerzas, el cual se puede describir por la ecuación de 

http://depts.washington.edu/bakerpg/guhcl.html
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Young-Laplace para casos no esféricos en un campo gravitatorio (ecuación 3.1) [manual 

Dataphysics; Adamson, 1997; Viades-Trejo, 2007].  

 

                 

Figura 3.1.  Diagrama del tensiómetro de gota pendiente utilizado y perfil de una gota como se 

observa en el equipo.  

 

 

La ecuación de Young-Laplace relaciona la tensión superficial con la curvatura y la 

diferencia de presiones entre dos fases fluidas. Para una superficie no esférica en 

presencia de un campo externo como la gravedad, esta relación está dada por: 

gz
RRR

P
021

211
                                                    (3.1) 

Donde ΔP es la diferencia de presiones, σ la tensión superficial, R1 y R2 son los radios 

máximos de curvatura requeridos para describir una superficie no esférica, R0 es el radio 

de curvatura de una esfera en el ápice,  Δρ es la diferencia de densidades entre las dos 

fases fluidas (ρagua = 0.9982 g/cm3, ρaire = 0.00129 g/cm3), g es la aceleración de la 

gravedad, y z es la altura medida desde el plano de referencia (figura 3.2). 
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Figura 3.2. Diagrama del perfil de una gota. 

 

Esta ecuación se puede representar como un sistema de ecuaciones diferenciales de 

primer orden usando como referencia la figura 3.2:  

cos
dS

dX
                                                                (3.2) 

sin
dS

dZ
                                                                 (3.3) 

x
z

ds

d sin
2                                                         (3.4) 

Donde  
2

0gR
, y las coordenadas s, x y z están normalizadas: S=s/R0, X=s/R0, Z=z/R0. 

El perfil completo de la gota se puede definir por integración simultánea de este conjunto 

de ecuaciones (3.2, 3.3 y 3.4) y las condiciones a la frontera x(0) = z(0) = φ(0) [Rotenberg, 

1983; Touhami, 1996; Viades-Trejo, 2007]. Esta determinación la realiza el software del 

equipo de manera automática.  

 
Para llevar a cabo las mediciones de tensión superficial, se lavaron la jeringa y su punta 

varias veces con etanol y con agua destilada y desionizada; posteriormente se enjuagó con 

la disolución amortiguadora y finalmente se llenó con la solución de proteína por medir. 

Una vez colocada la jeringa con la disolución en el tensiómetro, se dejó dentro del 

compartimento por aproximadamente 20 minutos hasta que se alcanzó el equilibrio 
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térmico (20° C). Se desecharon las primeras 2 o 3 gotas y al suspender la gota con la que 

se iba a trabajar, se inició la medición.  

El volumen de la gota en todos los casos, fue de aproximadamente 20 μL. Se tomaron 2.5 

fotos por segundo durante los primeros 5 minutos y una foto por minuto el tiempo 

restante. Todas las mediciones se realizaron al menos por duplicado, a una temperatura 

de 20°C, y duraron aproximadamente 3 horas. No fue posible dejar la gota suspendida por 

más tiempo debido a que se presenta evaporación de la misma.  

 

3.3. Fluorescencia 
 

Para evaluar el grado de desplegamiento de la proteína por la presencia de urea, se 

realizaron mediciones de fluorescencia después de 0.5, 24 y 48 horas de haber preparado 

las disoluciones. Esta técnica se puede usar para ver el desplegamiento de las proteínas 

debido a la fluorescencia intrínseca que tienen los grupos aromáticos de algunos residuos 

de aminoácidos. De hecho, los residuos de triptofano son muy sensibles a cambios 

estructurales de la proteína, y aunque los cambios se producen de forma local, se toman 

como indicadores de pérdida de estructura global de la proteína [Shirley, 1995]. 

Para llevar a cabo estas mediciones, se prepararon disoluciones de proteína a 50 μg/mL 

con concentraciones de urea entre 0 y 8 M. Se utilizó un fluorómetro Shimadzu modelo 

DR-15; la longitud de onda aplicada para la excitación fue de 280 nm, y la medición de la 

intensidad de emisión se hizo entre los 300 y 450 nm. Se dejaron incubar las muestras 

media hora antes de hacer la primera medición. Posteriormente, se volvió a medir la 

fluorescencia después de 24 y 48 horas.  
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Tratamiento de datos 

 

 

4.1. Cálculo del coeficiente de difusión 

 

Para poder evaluar si el proceso de adsorción está sólo controlado por difusión se decidió 

estimar el coeficiente de difusión a distintas concentraciones de proteína a partir de los 

datos obtenidos. Para esto, primero fue necesario calcular la presión en la superficie (Π, 

ver figura 4.1), la cual está determinada por la diferencia en la tensión superficial del 

disolvente puro (σ0) y de la disolución con proteína (σ): 

                                                            )()( 0 tt                                                     (4.1) 
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Figura 4.1. Ejemplo de presión superficial (Π) de TcTIM, TbTIM y HsTIM 0.4mg/ml en función del 

tiempo. 
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En este trabajo, σ0 se determinó a partir del promedio de los valores obtenidos de tensión 

superficial dinámica de la disolución amortiguadora sin proteína y de ésta con urea, ya que 

en ausencia de proteína, la tensión no varía respecto al tiempo, como se observa en el 

ejemplo de la figura 4.2.  
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Figura 4.2. Ejemplo de tensión superficial dinámica (σ) de solución amortiguadora de TEA, solución 

amortiguadora con urea 2M y de TcTIM 0.4mg/ml en solución amortiguadora y con urea 2M. 

 

Posteriormente, con la ecuación de estado relacionada con la ecuación de adsorción de 

Gibbs, considerando la ley de Henry (en la cual no se contemplan interacciones entre las 

moléculas), se calculó la concentración superficial en la gota (Γ, mg de proteína/m2), 

[Adamson, 1997; Joos, 1999; Eastoe, 2000] utilizando la ecuación análoga a la del gas 

ideal: 

                                                              
RT

t)(                                                                   (4.2) 

Finalmente, el coeficiente de difusión se determinó a partir de la relación de Ward-Tordai 

tomando la simplificación para tiempos cortos, donde se asume que el proceso está 
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controlado por difusión. Esta ecuación fue propuesta por Ward y Tordai en 1946, en la 

cual se considera la difusión de las partículas del seno de la disolución a la superficie y de 

la superficie al seno de la disolución cuando la superficie se empieza a saturar. En este 

modelo, se plantea que al inicio, cuando se acaba de formar la superficie, ésta se 

encuentra vacía de tensoactivo. Entonces es más probable que se adsorban todas las 

partículas que llegan a la interfase debido a que hay un gran número de sitios vacíos. 

Conforme se va saturando la interfase, va decreciendo la probabilidad de que las 

partículas encuentren un sitio vacío, por lo cual se debe considerar la difusión de estas 

partículas que se encuentran en la superficie hacia el seno de la disolución. Conociendo la 

concentración en la sub-superficie, se pueden aplicar las ecuaciones de difusión de Fick, 

con lo cual se obtuvo la ecuación, conocida como la ecuación de Ward y Tordai [Eastoe, 

1996; Ward, 1946]: 

                                     )(22)(
0

0

t

S tdC
DDt

Ct                                    (4.3) 

 

Donde D es el coeficiente de difusión, y C0 y CS se refieren a la concentración en el bulto y 

en la sub-superficie respectivamente y θ es una constante de la integral. Esta integral no 

puede ser resuelta como tal, pero sí se han obtenido resoluciones numéricas. A tiempos 

cortos ( 0t ), se puede considerar que sólo existe difusión del seno del líquido hacia la 

superficie, por lo cual se puede eliminar el segundo término de la ecuación, quedando:  

                                                               
Dt

Ct 02)(                                                      (4.4) 

 

De acuerdo con la ecuación 4.4, al graficar los valores de concentración en la superficie (Γ) 

en función de la raíz del tiempo debe observarse una tendencia lineal (para periodos 
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cortos de tiempo). Así, puede hacerse un ajuste lineal para determinar el coeficiente de 

difusión, como se ejemplifica en la figura 4.3 [Eastoe, 1996; Ward, 1946].  
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Figura 4.3. Ejemplo de concentración superficial (Γ) de TcTIM, TbTIM y HsTIM 0.4 mg/ml en función 

de la raíz del tiempo. 

 

4.2. Ajuste de los datos de tensión superficial dinámica a un modelo 

de adsorción-reorientación en la superficie 

 

Este modelo ha sido propuesto por autores como Serrien y Joos [Serrien, 1992; Joos, 

1999], y considera que en la adsorción de la proteína a la superficie hay un proceso 

controlado por difusión, y que una vez adsorbida la proteína, ocurre una reorientación o 

modificación estructural de las moléculas en la superficie (Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Modelo de difusión, adsorción y reorientación en la superficie. C representa la 

concentración de la proteína en el seno de la disolución, Γ1 representa la proteína adsorbida a la 

interfase en su estado nativo, y Γ2  representa la proteína adsorbida tras haber sufrido un cambio 

conformacional. 

 

 

En el caso de proteínas homodiméricas, como las TIMs, es importante considerar que la 

conformación Γ2 puede representar a la proteína en varios estados: desnaturalizada como 

monómero o como dímero, disociada en monómeros (modificaciones estructurales 

severas), o mantenerse como dímero sin presentar un cambio estructural tan severo. Esto 

se puede ver con mayor claridad en la representación de la figura 4.5.   
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Figura 4.5. Representación gráfica de posibles cambios conformacionales de la proteína en la 

interfase agua/aire. 
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En este modelo de adsorción-reorientación propuesto por Serrien [Serrien, 1992], la 

tensión dinámica está dada por: 

)exp(4exp)( kttt eq
                                     (4.5) 

donde se ha supuesto una cinética de primer orden (con constante cinética k) para el 

proceso de reorientación entre los estados Γ1 (conformación nativa de la proteína) y Γ2 

(conformación distinta a la nativa de la proteína adsorbida) (figuras 4.4 y 4.5). El 

parámetro τ es el tiempo de relajación de difusión. La figura 4.6 muestra un ejemplo del 

ajuste de la ecuación 4.5 a uno de los conjuntos de datos de este trabajo. 
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Figura 4.6. Ejemplo de un ajuste, donde los cuadros negros representan los datos experimentales y 

la línea continua el ajuste a la ecuación 4.5. 

 

 

En la ecuación 4.5, dadas  las condiciones a la frontera ( 00t    y  eqt ), se 

cumple que eq0 . El descenso total en la tensión (σ0-σeq), tiene dos 

contribuciones: una parte α, que describe la difusión, y β, que describe el cambio 

estructural de la partícula adsorbida [Van der Vegt, 1996; Joos, 1999]. Reescribiendo la 
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ecuación 4.5, se observa que la tensión es la suma resultante de tres componentes (figura 

4.7): 

)exp()exp(4exp)( ktkttt eq
                              (4.6) 

El primer término (σeq) es la tensión superficial al equilibrio; el segundo término, 

)exp(4exp ktt                                                     (4.7) 

corresponde a difusión seguida de reorientación en tiempos cortos y  

)exp( kt                                                                  (4.8) 

corresponde a la reorientación en la superficie (figura 4.7). Si el  proceso es controlado 

únicamente por difusión, β = 0 y k = 0, y, por lo tanto, s (t) =s eq +a exp - 4t
pt( ) . 
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Figura 4.7. Ejemplo de la tensión dinámica σ(t), para TcTIM 0.4 mg/ml y sus contribuciones. El 

ajuste a los datos de σ(t) se muestra en rojo, que es resultado de la suma de las líneas verde, azul y 
rosa.  

 
 

Para facilitar la discusión de los resultados de este trabajo (en la sección 5), es interesante 

mostrar el efecto que tienen cada uno de los parámetros del modelo sobre σ(t). Esto se 

ilustra utilizando el ajuste de σ(t) para TcTIM 0.4 mg/ml en la figura 4.8. 
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La figura 4.8 muestra que el parámetro α describe la caída de tensión a tiempos cortos; 

mientras más grande es este valor, la disminución de tensión es más marcada. El 

Figura 4.8. Gráficas resultantes de variar cada parámetro del ajuste. Los parámetros utilizados 
fueron σeq=44.60 mN/m,  α = 12.1 mN/m, β = 14 mN/m, τ = 304.35 s, k (s-1) = 9 x 10-5 s-1. 
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parámetro β, cambia las pendientes de las curvas (dσ/dt), y al ir aumentando, las curvas se 

van desplazando hacia valores mayores de tensión. El parámetro τ describe la caída de 

tensión superficial a tiempos cortos y largos, pero no afecta los valores iniciales ni finales 

de tensión, sino que solo hace que el cambio de pendientes sea menos drástico al ir 

aumentando sus valores. Finalmente, k, describe la caída de tensión superficial a tiempos 

largos (donde ocurre la reorientación).    

 

4.3. Fluorescencia  

 

Como se menciona en la sección 3.3, se realizaron mediciones de la intensidad de emisión 

de la proteína en longitudes de onda entre los 300 y 450 nm.  En la figura 4.9, se muestra 

un ejemplo de los espectros de fluorescencia con diferentes concentraciones de urea 

antes de hacer el tratamiento de datos. 
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Figura 4.9. Ejemplo de espectro de fluorescencia. TcTIM tras incubar 24 h en urea con 

concentraciones entre 0 y 8 M. 
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4. Tratamiento de datos 

 

  

La fracción desplegada (fd) se determinó por medio de la ecuación: 
ND

N
d

YY

YY
f , donde 

Y se refiere a la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda de máxima emisión, y los 

subíndices D y N se refieren a la proteína desplegada y en su estado nativo 

respectivamente. Finalmente, se realizaron las gráficas de la fracción desplegada en 

función de la concentración de urea (ver figura 4.10). 
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Figura 4.10. Ejemplo la fracción desplegada (fD) de HsTIM en función de la concentración de urea.  
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5. Resultados y discusión 

 

 

5.1. Tensión superficial dinámica 
 

5.1.1. Triosafosfato isomerasas 

 

Se realizaron mediciones de tensión superficial dinámica de la triosafosfato isomerasa 

(TIM) de Trypanosoma cruzi (TcTIM), Trypanosoma brucei (TbTIM) y Homo sapiens 

(HsTIM) en disolución con concentraciones de 0.01, 0.1 y 0.4 mg/ml (3.65 x 10-7,            

3.65 x 10-6  y 1.46 x 10-5 M) a una temperatura de 20°C. Los resultados se muestran en la 

figura 5.1. También se midió la disolución amortiguadora sin proteína para verificar que 

sus componentes (TEA, EDTA) no reducen por sí mismos la tensión superficial de la gota. 

Esto se puede observar en la figura 5.1, donde los símbolos negros representan los datos 

experimentales de tensión superficial dinámica obtenidos para el amortiguador sin 

proteína. La tensión superficial promedio de las disoluciones de amortiguador (sin 

proteína) se muestra en la Tabla 5.1.   
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5. Resultados y discusión 

 

  

Tabla 5.1. Tensión superficial promedio de la disolución amortiguadora (TEA 100 mM y EDTA 10 
mM) sin TIM. 

Concentración de urea (M) σ (mN/m) 

0 71.95 

2 69.88 

5 68.67 

7 65.08 

 

La figura 5.1 muestra que para una misma especie, la tensión superficial disminuye más al 

aumentar la concentración de proteína. Así, el cambio en la tensión es mucho mayor a 

una concentración de 0.4 mg/ml que a 0.1 mg/ml y ésta a su vez disminuye más la tensión 

en comparación con la concentración de 0.01 mg/ml.  
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Figura 5.1. Tensión superficial 

dinámica de a) TcTIM, b) TbTIM y   

c) HsTIM 
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5. Resultados y discusión 

 

  

 

Por otro lado, al comparar para una misma concentración a las tres proteínas, como se 

muestra en la figura 5.2, se observa que a las concentraciones de 0.1 y 0.4 mg/ml, la 

tensión superficial disminuye más para TcTIM que para TbTIM, mientras que para HsTIM 

el decremento en la tensión superficial es menor. Para el caso en que la concentración de 

proteína es de 0.01 mg/ml la tensión decrece muy poco para la proteína de HsTIM, 

indicando que no hay una adsorción considerable en la superficie de la gota. A esta misma 

concentración, la tensión baja ligeramente más para TbTIM que para TcTIM, pero la 

diferencia entre estas dos es muy pequeña (aproximadamente 2 mN/m). Los datos en la 

figura 5.2 indican claramente que TcTIM y TbTIM tienen una mayor afinidad por la 

superficie.  

Como puede observarse en las figuras 5.1 y 5.2, las gotas se dejaron colgando por tres 

horas (10 800 segundos) y después de este periodo de tiempo, la tensión continúa 

disminuyendo. No fue posible medir por periodos más largos debido a que había 

evaporación (pérdida de más del 10% del volumen total de la gota). Esto indica que el 

proceso de adsorción de las proteínas a la superficie es muy lento y no llega a un equilibrio  

verdadero en el intervalo de tiempo medido (3 horas). En la literatura se ha establecido 

que puede considerarse que el sistema ha llegado al equilibrio cuando el valor absoluto de 

la pendiente |dσ/dt| ≤ 2 x 10-4 mN/m∙s a tiempos largos [Fainerman, 2010]. Los valores de 

dσ/dt para las tres TIMs se muestran en la Tabla 5.2. Como puede observarse en esta 

tabla, los sistemas estudiados en este trabajo no cumplen con el criterio mencionado 

(excepto para HsTIM a 0.01 mg/ml). 
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Tabla 5.2. Valores calculados de |dσ/dt| para los últimos 15 minutos de las mediciones de tensión 
superficial de TIM. 

Proteína Concentración (mg/ml) |dσ/dt|(mN/m∙s) 

TcTIM 

0.01 8.47 x 10
-4

 

0.1 6.17 x 10
-4

 

0.4 6.02 x 10
-4

 

TbTIM 

0.01 8.71 x 10
-4

 

0.1 6.77 x 10
-4

 

0.4 5.05 x 10
-4

 

HsTIM 

0.01 1.60 x 10
-4

 

0.1 5.93 x 10
-4

 

0.4 6.13 x 10
-4

 

 
 

 

 

Figura 5.2. Tensión superficial dinámica 

comparando TcTIM, TbTIM y HsTIM 

con concentraciones de a) 0.01mg/ml, 

b) 0.1mg/ml y c) 0.4mg/ml 
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5. Resultados y discusión 

 

  

5.1.2. Triosafosfato isomerasas en presencia de urea 

 

La urea en bajas concentraciones decrece la temperatura media de la transición (Tm) del 

estado nativo al desnaturalizado[Costas, 2009]. Se piensa que a estas concentraciones de 

urea, ésta aumenta la flexibilidad de la proteína, sin llegar a desnaturalizarla, mientras que 

a altas concentraciones, la desnaturaliza. Así, midiendo la tensión superficial en presencia 

de urea, podemos acercarnos a conocer el efecto que tienen sobre el comportamiento en 

la superficie alteraciones ligeras y severas a la estructura.  

 

5.1.2.1. Determinación por fluorescencia de la fracción desplegada de Triosafosfato 

isomerasa 

 

La fracción desplegada de las proteínas se muestra en la figura 5.3 (calculada como se 

indicó en la sección 4.3).  Se puede observar que para todos los casos, hay una diferencia 

en el grado de desplegamiento de la proteína fresca y tras incubar un día con urea, pero 

ya no hay mayor cambio en su desplegamiento después de 2 días. Con una concentración 

de urea 2 M, para las tres especies, la proteína se encuentra en su estado nativo, sin 

importar el tiempo que se haya dejado en incubación.  Por otro lado, a 5 M de urea, es 

una fracción muy pequeña la que se desnaturaliza el mismo día de la preparación, y tras 

incubar por 24 horas, hay un desplegamiento mayor, pero sigue siendo menos de la mitad 

en el caso de TbTIM y TcTIM; sin embargo, hay un mayor desplegamiento en la proteína 

de humano (alrededor de 90%). De igual manera, tras incubar 24 horas con urea con 

concentraciones de 7 M, la proteína para TcTIM y HsTIM tiene más de un 90% de 

desplegamiento, y en el caso de TbTIM esto sucede cuando la concentración de urea es    

8 M. Es por esto que también se hicieron mediciones de tensión superficial bajo estas 

condiciones (incubación por 24 horas en urea con concentraciones mayores a 7 M).  
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Figura 5.3. Fracción desplegada de las proteínas determinada por fluorescencia en función de la 

concentración de urea con diferentes tiempos de incubación (los datos de HsTIM fueron 

proporcionados por el Dr. Armando Gómez Puyou). La concentración de proteína en todos los casos 

fue de 50 μg/ml. 

 

5.1.2.2. Tensión dinámica en presencia de urea 

 

La técnica de fluorescencia es indicativa del estado de la proteína en el seno de la 

disolución y por  lo tanto de la estructura proteica que migra a la superficie. Cuando la 
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5. Resultados y discusión 

 

  

concentración de urea es baja (por ejemplo 2 M) en el seno de la disolución, la proteína se 

encuentra en su estado nativo, pero es posible que en la superficie se facilite un 

desplegamiento parcial o total (figura 4.5). Por otra parte, es posible que al estar la 

proteína parcialmente desplegada (concentraciones intermedias de urea) o totalmente 

desplegada (concentraciones altas de urea) en el seno de la disolución, se facilite su 

adsorción a la superficie debido a que hay una mayor exposición de los residuos 

hidrofóbicos. 

Se realizaron mediciones de las TIMs con urea a tres concentraciones: i) 2 M, a la cual la 

proteína aún no se desnaturaliza, ii) 5 M, a la cual una fracción de la población de proteína 

se encuentra desplegada, y iii) con urea entre 7 y 8 M tras dejar incubando la disolución 

un día, es decir, con la proteína casi totalmente desnaturalizada en el seno de la 

disolución.  

En presencia de urea, la tensión superficial disminuyó en comparación con los valores de 

tensión de la proteína en amortiguador. En la figura 5.4, se puede observar que cuando la 

concentración de urea es 2 M con un tiempo de incubación de media hora, hay un cambio 

significativo en la tensión superficial (bajo estas condiciones, la proteína está en su estado 

nativo en el seno del líquido). Además, al igual que en el caso de la proteína sin urea no se 

llega a alcanzar el equilibrio verdadero después de 3 horas. Los resultados en la figura 5.4 

son consistentes con la idea de que a 2 M de urea, al existir una mayor flexibilidad de la 

estructura, puede haber una mayor exposición de los grupos hidrofóbicos y por lo tanto 

una mayor afinidad por la superficie.  
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También se observa que cuando la concentración de urea es 5 M (30 min de incubación), 

la caída en la tensión superficial es más drástica a tiempos cortos y luego se mantiene 

constante, llegando rápidamente al equilibrio en el proceso de adsorción. Esto sucede 

cuando en el seno de la disolución la fracción de proteína desplegada es muy pequeña 

(menor al 10%, figura 5.3). Una posible explicación de esta situación es que la fracción de 

proteínas que están desplegadas, migra a la superficie debido a la exposición de algunos 

de sus residuos hidrofóbicos, causando así la disminución de la tensión superficial de una 

manera drástica y saturando la superficie.  Con concentraciones mayores a 5 M de urea, 

después de la primera media hora de medición, la tensión superficial ya no varía mucho, 

Figura 5.4. Tensión superficial dinámica 

de TcTIM, TbTIM y HsTIM con urea 2 M 

y 5M. 
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por lo que se puede considerar que el proceso de adsorción ha llegado al equilibrio, ya 

que |dσ/dt| < 2 x 10-4 mN/m∙s (Tabla 5.3). 

 

Tabla 5.3. Comparación de |dσ/dt| para TIM en presencia de urea (incubación de 30 min con        
urea ≤ 5 M, incubación de un día con urea ≥ 7 M). 

Proteína Concentración (mg/ml) Urea (M) |dσ/dt| (mN/m∙s) 

TcTIM 

0.01  0  8.5 x 10-4 

0.1  0  6.2 x 10-4 

0.4  0  6.0 x 10-4 

0.1  2  4.6 x 10-4 

0.4 2  5.5 x 10-4 

0.4  5  7.4 x 10-5 

0.4  7  8.2 x 10-5 

TbTIM 

0.01  0  8.7 x 10-4 

0.1  0  6.8 x 10-4 

0.4  0  5.0 x 10-4 

0.1  2  5.1 x 10-4 

0.4  2  3.6 x 10-4 

0.4  5  5.8 x 10-5 

0.4  8  9.2 x 10-5 

HsTIM 

0.01  0  1.6 x 10-4 

0.1  0  5.9 x 10-4 

0.4  0  6.1 x 10-4 

0.1  2  9.0 x 10-4 

0.4  2  2.1 x 10-4 

0.4  5  1.2 x 10-4 

0.4  7.5 7.8 x 10-5 

 

Para poder conocer la tensión de las proteínas desplegadas, se hicieron mediciones en 

presencia de [Urea] ≥ 7 M y habiendo incubado 24 horas, donde todas las proteínas en el 

seno de la disolución están desnaturalizadas (figura 5.3). Los resultados se muestran en la 

figura 5.5, junto con los ya mostrados en la figura 5.4 con 5 M de urea (incubación de 

media hora).  

Los resultados parecen confirmar que la tensión dinámica a 5 M de urea se debe 

fundamentalmente a la fracción de las proteínas desplegadas, que claramente, tienen 

mayor afinidad por la superficie. En la figura 5.5, el hecho de que la tensión con 7 M de 
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urea es mayor en comparación con la tensión cuando la concentración de urea es 5 M 

[σ(7Murea) > σ(5Murea)], puede atribuirse a que en presencia de urea 7 M exista un 

fenómeno de agregación que se favorece debido a la interacción entre grupos 

hidrofóbicos de la proteína a tiempos de incubación largos. Esto es consistente con 

reportes que indican que la disminución en la tensión superficial es menor cuando un 

tensoactivo actúa con un polímero o con ciclodextrinas formando agregados en el bulto 

de la disolución [Angelova, 1999; Shrivastava, 2010; Martínez, 2010]. 

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

42

44

46

48

50

52

54

56

58

60

62

64

66

68

70

72

74

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

 

 

TcTIM con urea

T
e
n
s
ió

n
 s

u
p
e
rf

ic
ia

l 
(m

N
/m

)

 TcTIM 0.4 mg/ml Urea 5 M

 TcTIM 0.4 mg/ml Urea 7 M

  

 

TbTIM con urea

tiempo (s)

 TbTIM 0.4 mg/ml Urea 5 M

 TbTIM 0.4 mg/ml Urea 8M

  

 

HsTIM con urea

 HsTIM 0.4 mg/ml Urea 5 M

 HsTIM 0.4 mg/ml Urea 7.5 M

Figura 5.5. Tensión superficial dinámica de TcTIM, TbTIM y HsTIM con urea 5 M (incubación por   
0.5 h) y urea con concentración > 7 M (24 h de incubación). 

 

 

Por último, si se comparan los resultados obtenidos para las tres especies a una misma 

concentración de proteína (por ejemplo, 0.1 mg/ml) y de urea (2 M), se puede observar 

que se mantiene la misma tendencia que con la proteína sin urea. Es decir, que TcTIM baja 

la tensión superficial en mayor proporción, seguido de TbTIM y HsTIM (figura 5.6). En 

presencia de urea 5 M, el comportamiento es muy similar al de 2 M de urea para las tres 

proteínas. Entonces, tanto en condiciones nativas como en condiciones desnaturalizantes, 

TcTIM presenta una mayor preferencia por estar en contacto con superficies hidrofóbicas, 

mientras que HsTIM presenta una menor afinidad por este tipo de superficies.  
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5.2. Determinación de presión superficial, concentración superficial y 

coeficientes de difusión 

 

La presión superficial se determinó a partir de la diferencia entre la tensión de la 

disolución amortiguadora y la de la proteína para cada punto experimental (a un tiempo 

determinado). Es a través de estas gráficas (figura 5.7) que se puede apreciar mejor el 

cambio producido en la tensión superficial. Se observa que la presión superficial para la 

proteína sin urea llega a un valor máximo de 22 mN/m para TcTIM 0.4 mg/ml.  Estos 

valores aumentan en presencia de urea, dado que como hay una mayor disminución de 

tensión superficial, la diferencia de tensión respecto al disolvente es mayor. 

Figura 5.6. Comparación de tensión 
superficial dinámica de TcTIM, TbTIM y 
HsTIM con urea 2 M, y urea 5 M, con 
incubación de 0.5 h.  
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El cálculo de la concentración de proteína en la superficie se hizo considerando la 

ecuación de adsorción de Gibbs (ecuación 4.2). Es importante recordar que se trata de un 

modelo ideal en el que no se consideran interacciones entre las moléculas ni cambios 

estructurales en la superficie. No obstante, se puede usar para obtener una estimación de 

la concentración superficial [Fainerman, 1998]. En las gráficas mostradas en la figura 5.8, 

se puede observar que no en todos los casos se incrementa de inmediato la concentración 

en la superficie sino que, por ejemplo, para HsTIM 0.4 mg/ml, la concentración empieza a 

crecer a partir de 20 s1/2. Es decir, hay un tiempo de inducción, el cual se refiere al tiempo 

que tarda la proteína en migrar a la superficie y adsorberse [Yampolskaya, 2006; Eastoe, 

2000], por lo cual no se observan cambios significativos en la tensión superficial en ese 

Figura 5.7. Presión superficial de TcTIM, TbTIM y 

HsTIM 0.01, 0.1 y 0.4 mg/ml sin urea y con urea    

2 M, 5 M y > 7 M. 

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

0

5

10

15

20

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

 

 

P
re

s
ió

n
 s

u
p
e
rf

ic
ia

l 
(m

N
/m

)

 TcTIM 0.01mg/ml

 TbTIM 0.01mg/ml

 HsTIM 0.01mg/ml

TIM 0.01 mg/ml

 

 

TIM 0.1 mg/ml

tiempo (s)

 TcTIM 0.1mg/ml

 TbTIM 0.1mg/ml

 HsTIM 0.1mg/ml

 

 

TIM 0.4 mg/ml

 TcTIM 0.4mg/ml

 TbTIM 0.4mg/ml

 HsTIM 0.4mg/ml



 

41 
 

 
5. Resultados y discusión 

 

  

periodo de tiempo. Esto al parecer es más evidente en HsTIM, que es la que se adsorbe en 

menor proporción a la interfase y tarda más tiempo en los procesos de adsorción. En las 

gráficas de tensión superficial no se observa muy claro este periodo, a menos de que se 

grafiquen los datos con escala logarítmica de tiempo (se puede ver un ejemplo en la figura 

5.9). Este tiempo de inducción disminuye al aumentar la concentración de proteína o de 

urea. 
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Figura 5.8. Concentración  

superficial (Γ) de TcTIM, 

TbTIM y HsTIM 0.01, 0.1 y 

0.4 mg/ml sin urea y con 

urea 2 M, 5 M y > 7 M. 
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Figura 5.9. Ejemplo de tensión superficial en función del tiempo en escala logarítmica de TcTIM.  

 

Para determinar el coeficiente de difusión (D), se usó la ecuación de Ward-Tordai 

(ecuación 4.4), en la cual se asume que el proceso está controlado por difusión para 

periodos cortos de tiempo. Los resultados se muestran en la Tabla 5.4, donde se observa 

que los coeficientes de difusión en general son del orden de entre 10-12 y 10-9 m2/s, lo cual 

coincide con coeficientes de difusión reportados para otras proteínas [Tyn, 1990]. En 

general, la proteína HsTIM presenta coeficientes de difusión menores en comparación con 

TcTIM y TbTIM. Esto es consistente con un tiempo de inducción mayor para HsTIM que 

para las otras dos proteínas. 

Para una misma proteína, el coeficiente de difusión varía en función de su concentración, 

y éste se decrece al aumentar la concentración de urea. El hecho de que el coeficiente de 

difusión no se mantenga constante al variar las concentraciones de proteína, indica que 

posiblemente exista una barrera de adsorción, y que por lo tanto el proceso no sea 

controlado solamente por difusión como asume la ecuación 4.4. Entonces, los coeficientes 

de difusión calculados en realidad son coeficientes de difusión aparentes (ecuación 1.1) 

[Eastoe, 2000]. En general, la difusión de HsTIM a la superficie es más lenta que para 

TcTIM y TbTIM, y además HsTIM es menos afín a la superficie.  
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Tabla 5.4. Coeficientes de difusión apartentes de triosafosfato isomerasa, obtenidos a partir de la  
ecuación 4.4. 

Concentración de 
proteína (mg/ml) 

Concentración  
de Urea (M) D (m2/s) 

HsTIM 

0.01 0 2.8 x 10-10 

0.1 
0 1.5 x 10-12 

2 3.4 x 10-12 

0.4 

0 2.5 x 10-11 

2 2.0 x 10-10 

5 1.1 x 10-08 

7.5 1.8 x 10-11 

TbTIM 

0.01 0 5.2 x 10-08 

0.1 
0 5.8 x 10-10 

2 7.0 x 10-10 

0.4 

0 1.4 x 10-10 

2 1.9 x 10-10 

5 1.8 x 10-09 

8 1.3 x 10-10 

TcTIM 

0.01 0 1.2 x 10-09 

0.1 
0 7.3 x 10-09 

2 1.8 x 10-09 

0.4 

0 1.1 x 10-10 

2 1.4 x 10-10 

5 2.2 x 10-10 

7 2.7 x 10-10 

 

5.3. Ajuste al modelo de adsorción-reorientación en la 

superficie 
 

El modelo de adsorción-reorientación en la superficie descrito en la Sección 4.2 fue 

empleado para ajustar los datos experimentales de tensión dinámica, σ(t). Esto se hizo de 

acuerdo con la ecuación 4.5 [Serrien, 1992]: 
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)exp(4exp)( kttt eq
                                     (5.1) 

En este modelo, hay cuatro parámetros ajustables: α, β, τ y k, ya que la tensión al 

equilibrio (σeq) es la ordenada al origen de la recta que describe los datos de la tensión 

superficial en función del inverso del tiempo (1/t), como se ejemplifica en la figura 5.10.  
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Figura 5.10. Ejemplo de una gráfica de tensión superficial como función de t-1.  

Cuando t∞, σσeq, 

 

De acuerdo con lo planteado en este modelo, si no existiera reorientación en la superficie, 

y por tanto el proceso estuviera controlado sólo por difusión, β = 0 y k = 0. La figura 5.11 

ilustra para el caso de la TcTIM a 0.4 mg/ml, el ajuste considerando únicamente difusión 

(línea verde) y aquel donde también se involucra al proceso de reorientación (línea roja). 

Claramente, una de las opciones (en este caso la de difusión y reorientación)  es mejor 

que la otra. 
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Figura 5.11. Ejemplo del ajuste considerando únicamente difusión (verde) y considerando difusión y 

reorientación (rojo). 

 

 

Para definir entonces cual de las dos opciones reproduce mejor los resultados 

experimentales, se realizaron ajustes con ambas para todas las σ(t) medidas, y se 

calcularon los porcentajes de error. Esta información se reporta en el Apéndice 1, donde 

puede verse que en la mayoría de los casos, la opción que reproduce mejor los datos es 

aquella donde se consideran los dos procesos: difusión y reorientación. Sin embargo, para 

las TIMs de las tres especies a concentraciones bajas (0.01 mg/ml)  se obtuvo un mejor 

ajuste cuando se consideró que sólo existía difusión. Es importante hacer notar que a esta 

baja concentración, los ajustes con cuatro parámetros produjeron incertidumbres muy 

grandes de tal manera que este criterio de selección coincide con el de la evaluación del 

porcentaje de error. Los valores obtenidos de cada ajuste se muestran en la Tabla 5.5 

junto con los reportados en la literatura para otras tres proteínas. Es interesante señalar 

que los valores α y β para estas últimas son muy parecidos a los de las TIMs. Por otro lado, 

los valores de τ y k difieren y se comentarán más adelante.  
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Tabla 5.5. Parámetros de ajuste obtenidos a partir de la ecuación 4.5 para las proteínas estudiadas 
en este trabajo, y para otras proteínas reportadas en la literatura. 

Proteína Concentración  Urea  σeq (mN/m)
a
 α (mN/m) β (mN/m) τ (s) k (s

-1
) R

2
 X

2
 

 
mg/ml μM (M) 

      
 

TcTIM 

0.01  0.365 0  52.8 ± 0.2 19.47 ± 9 x 10
-3

 0 6542 ± 21 0 0.99511 0.05931 

0.1  3.65 0  48.4 ± 0.1 14.5 ± 0.7 9.5 ± 0.7 2027 ± 54 6 x 10
-5

 ± 6 x 10
-6

 0.99894 0.04974 

0.4  14.6
 

0  44.6 ± 0.1 12.1 ± 0.1 14.00 ± 0.09 304 ± 5 9 x 10
-5

 ± 1 x 10
-6

 0.99831 0.09159 

0.1  3.65 2  36.0 ± 0.1 17.8 ± 0.2 14.17 ± 0.06 269 ± 5 6 x 10
-5

 ± 6 x 10
-7

 0.99524 0.07492 

0.4  14.6
 

2  36.5 ± 0.2 17.7 ± 0.1 17.33 ± 0.02 191 ± 2 6 x 10
-5

 ± 1 x 10
-7

 0.99925 0.01253 

0.4 14.6 5  44.05 ± 0.01 11.8 ± 0.3 3.3 ± 0.1 48 ± 2 6 x 10
-4

 ± 3 x 10
-5

 0.96768 0.05284 

0.4  14.6 7  49.95 ± 0.05 9.8 ± 0.2 7.3 ± 0.1 48 ± 2 3.5 x 10
-4

 ± 1 x 10
-5

 0.98133 0.47639 

TbTIM 

0.01 0.365 0  51.5 ± 0.2 21.20 ± 0.01 0 5413 ± 25 0 0.99172 0.13605 

0.1  3.65 0  51.0 ± 0.1 4.92 ± 0.07 16.71 ± 0.07 681 ± 18 1 x 10
-4

 ± 6 x 10
-7

 0.99942 0.01738 

0.4  14.6
 

0  47.8 ± 0.1 14.0 ± 0.2 11.2 ± 0.2 725 ± 15 8  x 10
-5

 ± 2 x 10
-6

 0.99841 0.09551 

0.1  3.65 2  45.1 ± 0.2 9.56 ± 0.04 16.63 ± 0.04 787 ± 7 7 x 10
-5

 ± 2 x 10
-7

 0.99968 0.00623 

0.4  14.6
 

2  41.2 ± 0.1 16.92 ± 0.08 13.11 ± 0.03 349 ± 3 7 x 10
-5

 ± 3 x 10
-7

 0.99909 0.01622 

0.4 14.6 5  44.94 ± 0.01 22.07 ± 0.1 3.55 ± 0.08 38.6 ± 0.4 4 x 10
-4

 ± 2 x 10
-5

 0.99476 0.24652 

0.4  14.6 8  59.05 ± 0.05 6.96 ± 0.1 4.47 ± 0.07 32 ± 1 3 x 10
-4

 ± 1 x 10
-5

 0.97994 0.18641 

HsTIM 

0.01  0.365 0  69.2 ± 0.1 2.34 ± 0.01 0 8294 ± 248 0 0.7756 0.051 

0.1  3.65 0  62.4 ± 0.2 9.66 ± 0.01 0 8980 ± 69 0 0.98097 0.05347 

0.4  14.6
 

0  48.2 ± 0.1 19 ± 1.5 5 ± 1.5 2868 ± 87 2 x 10
-5

 ± 2 x 10
-5

 0.99834 0.07524 

0.1  3.65 2  47.5 ± 0.2 23.54 ± 0.02 0 6310 ± 24 0 0.99612 0.10159 

0.4  14.6
 

2  44.5 ± 0.1 17.8 ± 0.10 10.48 ± 0.08 660 ± 8 9 x 10
-5

 ± 9 x 10
-7

 0.9987 0.03172 

0.4  14.6 5  46.42 ± 0.04 15.8 ± 0.2 5.22 ± 0.04 6.06 ± 0.13 3 x 10
-4

 ± 1 x 10
-5

 0.9733 0.26901 

 
0.4  14.6 7.5  45.65 ± 0.03 2.68 ± 0.04 3.52 ± 0.02 25.3 ± 0.8 2 x 10

-4
 ± 3 x 10

-6
 0.98765 0.0312 

  
 

 
 

     
 

 
0.053 0.79 0 

 
9.5 12 15.7 7.5x10

-3
 

 
 

 
0.1 1.5 0 

 
9.5 12 6.4 5x10

-3
 

 
 

BSA
b
 1 15 0 

 
9.5 12 1.3 1.8x10

-3
 

 
 

 
0.1 1.5 6 

 
13.5 8 3.2 1x10

-2
 

 
 

 
1 15 6 

 
10 11.5 0.45 2.5x10

-3
 

 
 

  
 

 
 

     
 

Lisozima
c
 0.1 6.8 0 

 
  

632 0.2 x10
-3

 
 

 

 
0.5 34 0 

 
  

5 1.3 x10
-3

 
 

 

  
 

 
 

     
 

RNasa
c
 0.5 36 0 

 
  

48 0.5x10
-3

 
 

 
a
 σeq obtenidos a partir de las gráficas de tensión en función de t

-1
; 

b
 Serrien, 1992; 

c
 Van der Vegt, 1996 

 

En la figura 5.12 se muestran los ajustes para todas las proteínas a todas las 

concentraciones empleadas, en amortiguador con y sin urea. Se observa que este modelo 

(líneas en azul) es capaz de describir correctamente los datos experimentales. Se puede 

concluir que: (a) a bajas concentraciones (0.01 mg/ml) el proceso dominante es el de 

difusión, y al parecer, las proteínas no sufren cambios estructurales significativos en la 

interfase líquido/aire, (b)  a concentraciones más elevadas y en presencia de urea, la lenta 

migración de las TIMs a la interfase líquido/aire no termina con una simple acumulación 

de dímeros, sino que en dicha superficie ocurre un cambio estructural como los ilustrados 

en la figura 4.5.  
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Figura 5.12. Tensión superficial de 

TcTIM, TbTIM y HsTIM a 0.01, 0.1 y 

0.4 mg/ml, sin urea y con urea 2 y     

5 M, en función del tiempo. Los 

ajustes se muestran en color azul. 
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Los valores de los parámetros en la Tabla 5.5 permiten un análisis más detallado de las 

características de la migración de las proteínas a la superficie y de su estado en ella: 

 

1) Si se comparan los tiempos de relajación (τ) en la Tabla 5.5 para las tres proteínas cuando 

su concentración es 0.4 mg/ml, se observa que este valor disminuye al aumentar la 

concentración de urea de 0 a 2 y a 5 M, y no se observan diferencias tan significativas en 

presencia de urea 5 y 7 M. Entonces, al ir aumentando la concentración de urea y el grado 

de desplegamiento de la proteína, ésta tarda menos tiempo en migrar a la superficie. La 

comparación de los valores de τ para las tres TIMs con otras proteínas (Tabla 5.5) muestra 

que para estas últimas, τ es del orden de cien veces menor, es decir, las TIMs tienen una 

relajación por difusión notablemente más lenta.  

2) Las constantes cinéticas (k) en Tabla 5.5 son del orden de 10-5 s-1  cuando la concentración 

de urea es ≤ 2 M, y aumentan al orden de 10-4 s-1 cuando la concentración de urea es igual 

o mayor a 5 M. Por tanto, la cinética de reorientación en la superficie es más rápida en 

presencia de altas concentraciones de urea, es decir cuando la proteína en la superficie 

está parcial o casi totalmente desnaturalizada. Los valores de k para otras proteínas (tabla 

5.5) son dos órdenes de magnitud mayores que para las tres TIMs, es decir, el proceso de 

reorientación en la superficie que sufren las TIMs es mucho más lento.  

3) Si la ecuación 4.5 se expresa como  

)exp()exp(4exp)( ktkttt eq                (5.2) 

se tienen dos contribuciones: la primera, que corresponde esencialmente a difusión (ya 

que el termino exp(-kt)  1) y la segunda que corresponde a la reorientación en la 

superficie. Esto permite estimar la importancia relativa de difusión y reorientación en σ(t).  

En la figura 5.13 se muestran estas dos contribuciones a un tiempo corto (1000 s) y uno 

largo (10 000 s). Para ambos tiempos, en TcTIM y TbTIM a bajas concentraciones (0.1 

mg/ml) la difusión es dominante, mientras que a concentraciones mayores (0.1 y 0.4 
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mg/ml) la reorientación predomina. Para HsTIM, a tiempos cortos la difusión es la 

contribución más importante independientemente de la concentración, mientras que a 

tiempos largos la reorientación sólo es significativa a la concentración más elevada (0.4 

mg/ml). 
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Figura 5.13. Contribuciones de los dos términos de la ecuación 5.2 (difusión y reorientación) a 

diferentes tiempos (1000  y 10 000 segundos) en función de la concentración de proteína para 

TcTIM, TbTIM y HsTIM. 

 

En la figura 5.14 se muestran las dos contribuciones de la ecuación 5.2 para las tres 

proteínas (a 0.4 mg/ml) en presencia de urea, de nuevo a 1000 y 10 000 s. A ambos 

tiempos, para las tres proteínas domina la reorientación. Este resultado es consistente con 

el hecho de que en presencia 2 M de urea estas proteínas conservan la estructura nativa 

pero ésta es menos compacta. A concentraciones de 5 y 7-8 M de urea, como se discutió 
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en la Sección 5.1.2.2, la superficie está ocupada por la proteína desnaturalizada que, 

desde luego, puede sufrir una gran variedad de cambios conformacionales.  
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Figura 5.14. Contribuciones de los dos términos de la ecuación 5.2 (difusión y reorientación o sólo 
reorientación) a diferentes tiempos (1000 y 10 000 segundos) para TiM 0.4 mg/ml  con diferentes 

concentraciones de urea. 

 

En general, cuando la proteína en el seno de la disolución tiene una conformación nativa, 

no es posible distinguir cual es el proceso de reorientación que ocurre en la superficie 

(figura 4.5). Sin embargo, sí se puede observar que HsTIM es menos afín a la superficie en 

comparación con TcTIM y TbTIM y que en ausencia de urea, la contribución de 

reorientación a la tension dinámica, σ(t), es menos significativa para HsTIM que para 

TcTIM y TbTIM. De aquí se puede deducir que es menos probable que HsTIM sufra 

cambios estructurales muy severos en la superficie. Esto es consistente con otros 

resultados reportados para HsTIM, a saber (a) como indica la figura 1.4, comparada con 
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TcTIM y TbTIM, es necesario diluir mucho más a la HsTIM para poder disociar el dímero (la 

estructura biológicamente activa) para producir monómeros (inactivos); (b) se ha 

encontrado que derivados de benzotiazol inhiben de manera selectiva la actividad de 

TcTIM y TbTIM sin afectar la TIM de humano, como se desea hacer para encontrar 

potenciales fármacos para el mal de Chagas y el mal del sueño (ver Introducción); el 

mecanismo de inhibición parece ser el de desplazar el equilibrio dímero  2(monómero) 

hacia los monómeros inactivos mediante la unión de estos compuestos a la intercara 

monómero/monómero de los dimeros. Esta unión es mucho más efectiva para TcTIM y 

TbTIM que para HsTIM, ya que la intercara de esta última es mucho más compacta [Téllez-

Valencia, 2004; Olivares Illana, 2006].  Así, estas evidencias son consistentes con las 

obtenidas en este trabajo en el sentido de que indican que el dimero de HsTIM es uno 

mucho más “robusto” o “resistente” que los de TcTIM y TbTIM. Esto también puede servir 

como preámbulo en el entendimiento del proceso de movilidad a través de membranas.  

Por ejemplo, se han realizado estudios con péptidos, proteínas y liposomas; y el 

comportamiento de la proteína interactuando con los liposomas se ha podido explicar 

mediante la actividad superficial líquido/aire de las proteínas [Sospedra, 2002].  

5.4. Posibles determinantes microscópicos del comportamiento 

superficial 
 

A nivel microscópico o estructural, ¿por qué los dímeros de HsTIM son menos afines a 

migrar a la interfase líquido/aire que los de TcTIM y TbTIM? Para acercarse a contestar 

esta pregunta se consideraron las áreas accesibles al disolvente y los puntos isoeléctricos 

de cada proteína.  

Las áreas accesibles al disolvente (ASA) se calcularon como se describe en el Apéndice 2. El 

programa usado arroja resultados de superficie accesible al disolvente para cada átomo. A 

partir de estos valores, primero se determinó el valor de ASA para cada aminoácido de la 

proteína. Posteriormente, se obtuvo un valor R al dividir el valor de ASA de la estuctura 

nativa en la proteína entre el valor de ASA de cada aminoácido como tripéptido. De este 
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modo, si R es cercano a 1, el aminoácido en la proteína está más expuesto al disolvente. 

Esto es de interés principalmente para los aminoácidos hidrofóbicos (Ala, Cys, Ile, Leu, 

Met, Phe, Pro, Trp, Tyr y Val), los cuales generalmente buscarán tener un menor contacto 

con el agua.  

Con base en los datos obtenidos de tensión superficial, se esperaba encontrar que TcTIM 

tuviera una mayor proporción de residuos hidrofóbicos con un mayor grado de 

exposición, seguida por TbTIM y HsTIM.  Esta predicción se cumple en cuanto al número 

total de aminoácidos hidrofóbicos en la proteína: 254 para TcTIM, 251 para TbTIM y 234 

para HsTIM, sin embargo no hay una diferencia significativa en el área accesible al 

disolvente de estos residuos. Si se realiza un análisis con los residuos hidrofóbicos que 

poseen anillos aromáticos (Phe, Tyr, y Trp), la Tabla 5.6 muestra que hay mayor similitud 

entre TcTIM y TbTIM en comparación con HsTIM, ya que poseen un mayor número de 

estos residuos con un mayor grado de exposición, mientras que en HsTIM se encuentran 

más ocultos al interior de la proteína. Es interesante hacer notar que los 4 residuos con 

R>0.3 en TcTIM y TbTIM son de tirosina. La ubicación de éstos se muestra en la figura 

5.15.  

 

Tabla 5.6. Número de aminoácidos hidrofóbicos aromáticos  (Phe, Tyr, Trp) ordenados en 

función de su grado de exposición al disolvente 

Número de aminoácidos hidrofóbicos                    
(sólo Phe, Tyr, Trp) 

  TcTIM TbTIM HsTIM 

R>0.70 0 0 0 

R>0.60 0 0 0 

R>0.50 2 2 0 

R>0.40 2 2 0 

R>0.30 4 4 0 
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Figura 5.15. Estructura de la triosafosfato isomerasa de las tres especies estudiadas. En color azul y 
verde se muestran las subunidades. En TcTIM y TbTIM se muestran marcados en rojo los residuos 
de tirosina (101 y 102) y en HsTIM los residuos equivalentes en esa posición (Val y Phe). 

 

 

Otro factor importante que puede influir en el diferente comportamiento de la proteína es 

su carga neta. Esta carga puede evaluarse conociendo el punto isoeléctrico de las 

proteínas, que se obtuvo como se describe en el Apéndice 3.  Los puntos isoeléctricos 

promedio de  las tres TIMs estudiadas son 8.4 para TcTIM, 9.5 para TbTIM y 6.9 para 

HsTIM [Ostoa, 1997; Chánez-Cárdenas, 2005; Borchert, 1993]. De acuerdo con estos 

valores, en las condiciones de pH utilizado en este trabajo (7.4), TbTIM y TcTIM tienen una 

carga neta positiva (un mayor número de residuos con carga positiva), mientras que 

HsTIM tiene una carga neta negativa (mayor cantidad de residuos con carga negativa), y se 

encuentra en condiciones más cercanas a su punto isoeléctrico. Esto se ilustra en la figura 

5.16, donde se muestra la distribución de cargas en la superficie de las proteínas. En esta 

figura se puede observar que a pH 7.4, las superficies expuestas al disolvente de TcTIM y 

TbTIM son de carga positiva (color rojo), mientras que para HsTIM predomina la densidad 

de carga negativa (color azul). Por otro lado, cuando el pH de la disolución es 5, las tres 

proteínas al estar por debajo de su punto isoeléctrico poseen una mayor superficie 

cargada positivamente, y a pH 10, HsTIM tiene regiones con carga negativa que son 

menos evidentes en TcTIM y TbTIM por estar menos alejadas de su punto isoeléctrico. 
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TcTIM                                         TbTIM                                        HsTIM 

  

 

 
Figura 5.16. Superficie electrostática de TcTIM, TbTIM y HsTIM a pH 5, 7.4 y 10, calculada con el 

software APBS [Baker, 2001]. En rojo se muestran las cargas positivas y en azul las cargas 
negativas. 

pH 5 

pH 7.4 

pH 10 
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6. Conclusiones 

 

Utilizando la técnica de gota pendiente, se determinó un comportamiento diferente en la 

tensión superficial dinámica de triosafosfato isomerasas de tres especies: Trypanosoma 

cruzi, Trypanosoma brucei y Homo sapiens. Cabe destacar que la tensión dinámica es 

capaz de distinguir entre proteínas con estructuras muy parecidas. 

La proteína de humano (HsTIM) es menos afín por la interfase líquido/aire que las 

proteínas de los tripanosomas (TbTIM y TcTIM). La menor afinidad por la superficie de 

esta proteína puede ser debido a que en su cadena de aminoácidos tiene un menor 

número  de residuos hidrofóbicos, además de que las tirosinas de HsTIM tienen una muy 

baja exposición al disolvente, mientras que en TcTIM y TbTIM están más expuestas.   

Para las tres TIMs al ir aumentando la concentración de urea y el grado de 

desplegamiento de la proteína, ésta tarda menos tiempo en migrar a la interfase 

líquido/aire, y su cinética de reorientación en la superficie es más rápida. 

El modelo que ajustó mejor los datos experimentales fue uno donde se consideran un 

proceso de adsorción controlado por difusión y un proceso de reorientación en la 

superficie que sigue una cinética de primer orden. Con este modelo, es posible determinar 

la contribución del proceso difusivo y del cambio conformacional, así como la constante 

cinética asociada. A bajas concentraciones de proteína existe un predominio del proceso 

de difusión, mientras que a concentraciones altas de proteína o en presencia de urea, 

domina la reorientación en la superficie.  
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7. Sugerencias para trabajo futuro 

 

 

Para las TIMs de las tres especies estudiadas en este trabajo, se sugiere: 

Realizar mediciones de tensión dinámica a concentraciones muy bajas (entre 1 x 10-7 y      

1 x 10-8 M) donde en el seno de la disolución existen monómeros de triosafosfato 

isomerasa en mayor proporción. Esto podría realizarse realizando algunas modificaciones 

a la metodología experimental.  

Evaluar el efecto que el pH y la fuerza iónica tienen sobre el fenómeno de adsorción de la 

triosafosfato isomerasa de las tres especies, evaluando así la influencia de la carga neta en 

el comportamiento superficial de las proteínas. Estas mediciones podrían hacerse en 

condiciones por arriba, por debajo y cerca del punto isoeléctrico para cada especie. 

Realizar experimentos a diferentes temperaturas para evaluar la energía de activación que 

deben vencer las triosafosfato isomerasas para lograr adsorberse a la superficie. Estas 

mediciones podrían hacerse a 10, 30 y 40 °C. 
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Apéndice 1 

 

En las siguientes páginas se muestran las gráficas con el porcentaje de error para cada uno 

de los ajustes realizados con 2 y con 4 parámetros a la ecuación 4.5. 

)exp(4exp)( kttt eq
 

 

El porcentaje de error fue estimado de la siguiente manera: 

100%
exp

ajuste

ajuste
E  

 

En las gráficas, se muestra con círculos vacíos el %E del ajuste con 2 parámetros (β=k=0) y 

en círculos negros el %E del ajuste con 4 parámetros (α, β, τ y k). 
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Apéndice 2 

 

Cálculo de área accesible al disolvente (ASA) 
 

Debido a la superficie irregular de una proteína, definir el área que está en contacto con el 

disolvente, en este caso agua, puede ser un poco complicado. Lo que se hace para 

estimarla es asumir que una esfera con un radio de 1.4 Å, que representa una molécula de 

agua, se desliza sobre la superficie de la proteína, y a partir de esto, se determina la 

superficie de ésta a la cual tiene acceso el disolvente (figura A.1). Para calcular el área 

accesible al disolvente (ASA por sus siglas en inglés: Accesible Surface Area), se deben 

tener las coordenadas atómicas de la estructura y el radio de van der Waals de cada 

átomo dentro de ésta [Creighton, 1999; Kyte, 2007; Hermann, 1972]. 

 

Figura A.1. Representación gráfica del cálculo de área accesible al disolvente, tomada de 
[Hermann, 1972] 



 

62 
 

 
Apéndice 2 

 

  

En una proteína plegada, los residuos de los aminoácidos Phe, Leu, Ile y Met tienden a 

estar escondidos y en menor contacto con el disolvente por su baja polaridad, mientras 

que los grupos cargados de los residuos de Arg, Lys, His, Glu, y Asp tienden a estar más 

expuestos, debido a sus grupos polares y su posibilidad de interactuar con el agua 

[Creighton, 1999]. 

Los cálculos de área accesible al disolvente (ASA) para cada aminoácido dentro de  la 

proteína en su estado nativo y como tripéptido se hicieron con el programa ASA-ENGG 

(obtenido por comunicación personal con J. M. Sánchez Ruiz, de la Universidad de 

Granada). Las coordenadas cristalográficas de cada proteína se tomaron del Protein Data 

Bank: 1tcd para TcTIM, 1tpf para TbTIM y 1wyi para HsTIM. Para hacer los cálculos, se 

consideraron parámetros ya reportados [Costas, 2009] como un radio de 1.4 Å para la 

molécula de disolvente y un radio de Van der Waals con dos mil puntos para los átomos 

de la proteína. Se considera para el cálculo de la proteína desplegada el  tripéptido         

Gly-X-Gly para cada aminoácido X.  

El programa da como resultado el área accesible al disolvente en Å2 para cada átomo, por 

lo cual se hizo la suma del ASA de todos los átomos correspondientes a cada aminoácido 

para la proteína en estado nativo y desplegado. Posteriormente se dividió el valor del área 

del estado nativo entre la del estado desplegado para cada aminoácido y así obtener la 

relación R cuyos valores varían entre cero (aminoácido totalmente oculto en el estado 

nativo) y uno (aminoácido totalmente expuesto en el estado nativo).    
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Punto isoeléctrico 
 

Los puntos isoeléctricos experimentales de las tres proteínas han sido reportados [Ostoa-

Saloma, 1997; Chánez-Cárdenas, 2005; Borchert, 1993] y se muestran en la Tabla A.2. En esta 

misma tabla se proporcionan también los puntos isoeléctricos estimados con diversos 

programas en la red, así como el valor promedio para cada proteína.  

 

Tabla A.2. 

  TcTIM TbTIM HsTIM Referencia 

  8.19     Ostoa-Saloma, 1997 

Reportado 8.19 9.85   Chánez-Cárdenas, 2005 

    9.8   Borchert, 1993 

      6.73 SWISS-2D PAGE 

Calculado 8.61 9.4 6.91 Protein Isoelectric Point Calculator http://www.endmemo.com/bio/proie.php  

  8.52 9.05 6.93 Protein calculator, http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html 

Promedio 8.4 9.5 6.9 
  

http://www.endmemo.com/bio/proie.php
http://www.endmemo.com/bio/proie.php
http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html
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