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Resumen 

La glicación no enzimática de proteínas es un proceso clave en el desarrollo de 

enfermedades crónicas. Este proyecto busca optimizar la interpretación de datos 

espectroscópicos obtenidos mediante FTIR y técnicas complementarias como 2DCOS y 

PCA, utilizando proteínas modelo (BSA y hemoglobina bovina) en condiciones de 

glucosilación y congestionamiento molecular. La hipótesis plantea que la combinación de 

estas herramientas permite identificar cambios conformacionales clave y resalta el papel 

protector de la metformina frente a la glicación. 

El proyecto se desarrolló en el laboratorio universitario, utilizando materiales y 

equipos disponibles como el espectrómetro FTIR y reactivos de alta pureza. Se diseñó un 

aplicativo web que integra PCA, facilitando la visualización y análisis dinámico de los datos. 

Este procedimiento permitió analizar sistemas con distintas perturbaciones, evaluando las 

interacciones proteína-ligando en medios con y sin PEG-8 como agente de 

congestionamiento. 

Los resultados mostraron que la metformina protege la estructura proteica al evitar 

modificaciones inducidas por la glicación, incluso en condiciones de congestionamiento 

molecular. Se concluye que esta estrategia optimiza el análisis espectral, acelerando la 

identificación de perturbaciones relevantes en sistemas biológicos complejos. 

Palabras clave: Espectroscopía FTIR, glicación, PCA, metformina. 
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Abstract 

Non-enzymatic glycation of proteins is a key process in the development of chronic diseases. 

This project seeks to optimize the interpretation of spectroscopic data obtained by FTIR and 

complementary techniques such as 2DCOS and PCA, using model proteins (BSA and bovine 

hemoglobin) under conditions of glycosylation and molecular congestion. The hypothesis is 

that the combination of these tools allows the identification of key conformational changes and 

highlights the protective role of metformin against glycation. 

The project was developed in the university laboratory, using available materials and 

equipment such as FTIR spectrometer and high purity reagents. A web application was 

designed that integrates PCA, facilitating the visualization and dynamic analysis of the data. 

This procedure allowed the analysis of systems with different perturbations, evaluating 

protein-ligand interactions in media with and without PEG-8 as a congeneric agent. 

The results showed that metformin protects the protein structure by preventing glycation-

induced modifications, even under conditions of molecular congestion. It is concluded that this 

strategy optimizes spectral analysis, accelerating the identification of relevant perturbations in 

complex biological systems. 

Keywords: FTIR spectroscopy, glycation, PCA, metformin. 
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1.1 Introducción  

La glicación no enzimática de proteínas, conocida como la reacción de Maillard, es 

un proceso químico clave en el desarrollo de enfermedades crónicas, como las 

cardiovasculares y neurodegenerativas. Este fenómeno, impulsado por la interacción entre 

aminoácidos y azúcares reductores, altera las estructuras proteicas y genera productos 

avanzados de glicación (AGEs). 

Para estudiar este proceso, la espectroscopía FTIR es una herramienta valiosa, 

aunque a menudo requiere de ensayos complementarios para detectar cambios 

conformacionales complejos. Métodos complementarios como el análisis bidimensional de 

correlación espectroscópica (2DCOS) ofrecen mayor resolución espectral, pero su 

interpretación sigue siendo limitada sin el apoyo de estrategias estadísticas. 

Esta investigación propone integrar FTIR, 2DCOS y el uso de técnicas estadísticas 

para estudiar los efectos de la glucosa y la metformina sobre proteínas modelo como la 

albúmina sérica bovina (BSA) y la hemoglobina bovina (BHb), simulando condiciones 

biológicas realistas mediante el uso agentes de congestión molecular. Se busca agilizar la 

interpretación de los datos espectrales y revelar detalles clave sobre los cambios 

estructurales en las proteínas bajo perturbaciones específicas. 

1.2 Descripción del problema   

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una herramienta útil para 

observar la glicación no enzimática y se ha utilizado previamente para el estudio de las 

interacciones entre la BSA, la glucosa y la metformina (De la Paz, 2023).Sin embargo, 

debido a la complejidad de los sistemas proteicos la técnica clásica de FTIR resulta 

insuficiente para detectar las interacciones entre ligandos y proteínas, tales como los 

cambios conformacionales, que pueden afectar la dinámica de la proteína (De La Arada et 

al., 2011). Diversas investigaciones han empleado diferentes aproximaciones para el 

tratamiento de la señal FTIR y su interpretación en el análisis de sistemas complejos, 

espectroscopía FTIR de primera derivada, análisis convolucional, entre otros, aún sin 
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alcanzar el nivel de detalles que permita desentrañar los complejos mecanismos de 

modificación conformacional que ocurren en la proteína debido a la dinámica de la 

interacción ((Yue et al., 2021), (Dong et al., 2022), (Andraka et al., 2012)). Por esta razón, 

se ha implementado el análisis de correlación bidimensional espectroscópica conocido 

como 2DCos, que permite observar los cambios provocados por perturbaciones en el 

sistema. El 2DCos permite correlacionar el acoplamiento de las bandas espectrales ante 

fluctuaciones en las variables de perturbación (De La Arada et al., 2011) usando los datos 

obtenidos por FTIR.   

El FTIR-2D-COS es una herramienta poderosa para revelar los mecanismos de 

interacción entre ligandos y proteínas, aunque requiere un dominio profundo de la técnica 

para obtener el máximo beneficio de los resultados. Por ello, es esencial desarrollar 

estrategias de tratamiento de datos que permitan al usuario identificar los criterios clave de 

análisis. En sistemas biológicos, la alta complejidad estructural demanda mayor "resolución" 

en el análisis. Así, se propone incorporar técnicas estadísticas como PCA, PLS y análisis de 

superficies de respuesta para eliminar datos irrelevantes, mejorar la calidad espectral y 

resaltar las variaciones más significativas (Jung, 2003). Estas técnicas servirían para 

desarrollar un enfoque complementario al FTIR-2D-COS que facilite la interpretación de los 

datos.  

1.3 Justificación del problema  

Las interacciones proteína-ligando son fundamentales en procesos biológicos clave 

como la catálisis enzimática, señalización celular y transporte de moléculas en organismos 

vivos. Estos procesos se modelan en experimentos in vitro para comprender los 

mecanismos funcionales, estudiar enfermedades y desarrollar fármacos. Estas 

interacciones dependen de la unión específica y reversible de un ligando a un sitio de la 

proteína, regulada por la complementariedad estructural y fuerzas intermoleculares 

(Gholami & Shirmohammadi, 2024). 

Las proteínas de transporte, que se unen a ligandos específicos para facilitar su 

movimiento en el organismo, son esenciales en la investigación de funciones biológicas y el 
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desarrollo de fármacos. La espectroscopia FTIR permite estudiar estos procesos al revelar 

detalles sobre los sitios de unión de los ligandos, cambios conformacionales en la proteína y 

la intensidad de las interacciones. Por ejemplo, (Alhazmi, 2019) estudió la albúmina sérica 

bovina (BSA), donde la unión de iones metálicos reduce hélices alfa y aumenta láminas 

beta, observable en la banda Amida I del espectro FTIR (1700-1600 cm⁻¹). Este método, 

preciso al compararse con electroforesis capilar de afinidad, demuestra el valor de FTIR en 

el análisis de interacciones proteína-ligando, aunque su interpretación requiere experiencia 

y tiene limitaciones en resolución espectral.   

En este contexto, el 2DCOS aporta valor adicional al resolver picos espectrales 

superpuestos y facilitar el análisis de cambios en la intensidad de las bandas, revelando si 

estos ocurren simultáneamente o en secuencia ante una perturbación externa (Foist et al., 

2011). La técnica 2DCOS ha sido eficaz en la caracterización de sistemas biológicos 

complejos y su respuesta a perturbaciones. Por ejemplo, se han estudiado cambios 

metabólicos en células normales y cancerosas sometidas a radiación mediante micro 

espectroscopía infrarroja y 2DCOS, mapeando variaciones según la dosis y tiempo post-

irradiación (Andraka et al., 2012). Otro estudio usó 2DCOS y FTIR para investigar la 

distribución de colágeno y proteoglicanos en cartílago humano, distinguiendo tejidos sanos 

de enfermos (Jiang & Rieppo, 2006). Además, 2DCOS ha sido útil en la desnaturalización 

de proteínas en condiciones extremas, como variaciones de temperatura y presión, 

permitiendo identificar cambios estructurales y formación de agregados, además de evaluar 

la actividad enzimática de tripsina en polvo bajo compresión, correlacionando disminución 

de actividad con el aumento de presión (Jung et al., 2015). 

Estos estudios destacan la capacidad de 2DCOS para revelar detalles estructurales 

y dinámicos en sistemas complejos, justificando su uso en el análisis de interacciones 

biomoleculares. Sin embargo, el tamaño de los datos y las características adicionales que 

se generan debido a las perturbaciones suelen hacer que los resultados sean difíciles de 

interpretar sin un análisis más detallado, específico y orientado a cambios biomoleculares.  
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Por ello, se busca desarrollar una estrategia basada en métodos estadísticos, similar 

a la del estudio de Jung, (2003), en el que se emplearon datos espectrales de una solución 

de poliestireno/metiletilcetona/tolueno. En ese estudio, se utilizó el análisis de componentes 

principales (PCA) para crear una matriz de datos sin interferencia de componentes 

insignificantes, mejorando así la interpretación de sistemas complejos con el 2DCOS, al 

eliminar datos irrelevantes y redundantes. Otro estudio de Larios et al., (2021) analizó datos 

de suero sanguíneo canino para detectar diferencias entre muestras infectadas de 

Leishmaniasis y muestras no infectadas, donde el uso de PCA reveló bandas espectrales 

sensibles a la infección, proporcionando información útil para métodos diagnósticos.   

Para esta investigación, se analizarán sistemas compuestos por una proteína, 

glucosa y metformina, utilizando polietilenglicol 8000 (PEG) como agente de congestión. 

Las proteínas de transporte a emplear serán la albúmina sérica bovina y la hemoglobina 

bovina, que según Khan et al., (2021) y Outman et al., (2023) son estructuralmente similares 

a la albúmina y hemoglobina humanas, respectivamente. La BSA es una proteína 

estructuralmente similar a la albúmina sérica humana (HSA), la cual se encuentra en 

abundancia en el plasma sanguíneo y es susceptible a la glicación no enzimática en 

condiciones de hiperglucemia (Khan et al., 2021). La hipótesis plantea que el acoplamiento 

de técnicas de análisis de datos con datos espectroscópicos experimentales permitirá definir 

criterios relevantes para el análisis FTIR-2DCOS. Se espera que esta estrategia facilite la 

interpretación y acelere el análisis de datos espectroscópicos, revelando detalles intrínsecos 

de los cambios conformacionales en estos sistemas.  

La justificación de este proyecto establece las bases para su desarrollo, destacando 

la relevancia del estudio y su impacto potencial en el área científica. A partir de ello, se 

plantearon objetivos claros que guían el enfoque de la investigación y las estrategias 

empleadas para alcanzar los resultados esperados. Asimismo, se exploran los fundamentos 

teóricos que sustentan el proyecto, proporcionando el contexto necesario para comprender 

su desarrollo y aplicación. 
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1.4 Objetivos  

1.4.1 Objetivo general 

Desarrollar una estrategia basada en las técnicas de análisis de datos para el 

estudio de datos espectroscópicos de sistemas complejos utilizando la herramienta 

Py2DCos-FTIR. 

1.4.2 Objetivos específicos  

1.- Evaluar los sistemas proteína-ligando en condiciones de glucosilación no 

enzimática y congestionamiento molecular, en presencia y ausencia de metformina para las 

proteínas BSA y Hemoglobina Bovina bajo perturbación utilizando FTIR.  

2.- Caracterizar los sistemas con y sin congestionamiento molecular utilizando 

Py2DCos y estrategias estadísticas de análisis de datos para que se establezcan criterios 

de interpretación de señales.  

3.- Diseñar un aplicativo para el acoplamiento de análisis estadístico con FTIR-

Py2DCos. 

1.5 Marco teórico 

1.5.1 Glicación no enzimática de proteínas (Reacción de Maillard) 

La reacción de Maillard, conocida también como glicación no enzimática de 

proteínas, fue descrita en 1912 por el científico Louis Camille Maillard, quien caracterizó 

este proceso como una reacción química entre un grupo amino libre de proteínas y un 

azúcar reductor. Esta reacción ocurre en varias etapas: en primer lugar, un azúcar reductor 

como la glucosa reacciona con un grupo amino libre de la proteína, comúnmente en 

residuos de lisina, formando un intermedio inestable conocido como base de Schiff (Younus 

& Anwar, 2016). La base de Schiff se reorganiza a través de un proceso espontáneo, 

generando el producto de Amadori o cetoamina, una molécula más estable que representa 

un intermedio importante en la reacción.  

Este compuesto de Amadori puede luego experimentar una serie de modificaciones 

químicas, tales como oxidación, deshidratación y ciclación, lo que finalmente da lugar a la 

formación de productos finales de glicación avanzada (AGEs). Bajo condiciones de 
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hiperglucemia en pacientes con diabetes mellitus, la formación de AGEs se acelera, lo cual 

altera la estructura y función de diversas proteínas críticas, como el colágeno, la albúmina 

sérica humana (HSA), la hemoglobina, entre otras (Khan et al., 2021) La acumulación de 

AGEs se ha relacionado con la progresión y complicación de diversas enfermedades 

crónicas, incluyendo la diabetes, la artritis, el Alzheimer, y nefropatías (Khan et al., 2021). 

Figura 1.1 1 

Reacción entre la glucosa y un grupo amino de una proteína para formar un producto de Amadori (Q. Zhang et al., 2009). 

 

1.5.2 Rol de la metformina en la inhibición de AGEs  

La metformina es un agente anti hiperglucemiante oral utilizado para el manejo de la 

diabetes mellitus (Khan et al., 2021). Dado su semejanza estructural con las guanidinas, la 

metformina es objeto de estudios especiales, ya que esta característica le otorga la 

capacidad de inhibir la glicación al reaccionar con los grupos carbonilo de los azúcares 

reductores y de los compuestos dicarbonílicos compitiendo con las proteínas por estos 

grupos carbonilos (Rahbar & Figarola, 2003). 

1.5.3 Efectos de la congestión molecular en sistemas biológicos  

Según (Caccamo & Magazú, 2022), el PEG estabiliza proteínas en condiciones 

similares a la congestión celular, reduciendo variaciones espectrales debidas a aumentos 

de temperatura y mejorando la "resiliencia térmica" del sistema, que mide la capacidad de la 

proteína para retornar a su estado inicial tras un cambio térmico. En el contexto de la 

glicación de proteínas, estudios con albúmina sérica bovina (BSA) muestran que PEG 2000 
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y PEG 4000 afectan la dinámica y estructura de la BSA, promoviendo levemente la 

formación de productos de glicación. No obstante, el PEG reduce la agregación de BSA y 

genera cambios estructurales mínimos, limitados a ligeras alteraciones locales. El análisis 

de fluorescencia tridimensional también confirma que la congestión molecular afecta las 

interacciones proteína-ligando de forma sutil en el proceso de glicación (Y. Zhang et al., 

2023). 

1.5.4 Fundamentos de la espectroscopía FTIR en el análisis de proteínas  

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica 

analítica utilizada en química, biología y medicina, que permite identificar y cuantificar 

enlaces químicos en muestras a través de la interacción de la radiación infrarroja con la 

materia. Los enlaces químicos vibran a frecuencias específicas cuando son expuestos a 

esta radiación, presentando características de estiramiento o flexión (Venkatesan et al., 

2011). 

FTIR tiene diversas aplicaciones, incluyendo la identificación de compuestos 

mediante espectros que actúan como "huellas dactilares" moleculares. También permite 

análisis cuantitativos, ya que la intensidad de las bandas de absorción es proporcional a la 

concentración del analito. Además, es útil para estudiar interacciones moleculares y se 

aplica en el análisis de materiales biológicos como proteínas, lípidos y carbohidratos 

(Andraka et al., 2012). 

1.5.5 Análisis espectroscópico bidimensional (2DCOS)  

La espectroscopia de correlación bidimensional (2DCOS) es una técnica 

quimiométrica utilizada para analizar datos espectrales, como los obtenidos por FTIR, y 

visualizar relaciones entre bandas espectrales, revelando información no evidente en 

espectros unidimensionales (Noda, 2016). Existen espectros 2DCOS síncronos, que 

muestran correlaciones entre bandas que cambian simultáneamente con una perturbación, 

y asíncronos, que revelan correlaciones entre bandas que cambian en diferentes momentos 

(Yue et al., 2021). 



9 

 

La 2DCOS se aplica en el análisis de mecanismos de reacción, ayudando a 

identificar el orden de los cambios espectrales; en el estudio de transiciones de fase, como 

la fusión y cristalización de materiales; y en la caracterización de materiales complejos, 

aportando información sobre la composición y estructura en sistemas como polímeros y 

biomateriales ((Jung et al., 2015); (Jiang & Rieppo, 2006)). 

1.5.6 Métodos estadísticos para el preprocesamiento de datos espectroscópicos  

1.4.6.1 Análisis de Componentes Principales (PCA). El PCA es una técnica 

estadística que se utiliza para reducir la dimensionalidad de los datos y extraer la 

información más relevante. El PCA transforma un conjunto de datos original en un 

nuevo conjunto de variables, llamadas componentes principales, que son 

combinaciones lineales de las variables originales (Venkatesan et al., 2011). 

El PCA se utiliza en una variedad de aplicaciones, que incluyen: reducción de la 

dimensionalidad de los datos ya que se utiliza para simplificar grandes conjuntos de 

datos identificando las variables más importantes, identificación de patrones en los 

datos, como grupos o tendencias y visualización de datos multidimensionales en un 

espacio de menor dimensión, lo que facilita la interpretación (Larios et al., 2021).  

1.4.6.2 Regresión de mínimos cuadrados parciales (PLS). El PLS es un método 

estadístico comúnmente utilizado en el análisis de datos FTIR, especialmente 

cuando hay muchas variables explicativas en comparación con el número de 

muestras. A diferencia de la regresión lineal múltiple (MLR), el PLS es más 

adecuado para datos con variables correlacionadas, ya que encuentra componentes 

principales (PCs) que capturan la mayor variación en ambas variables, utilizando 

estas PCs como predictores en el modelo de regresión (Venkatesan et al., 2011). 

Este método tiene diversas aplicaciones, como la estimación de la concentración de 

surfactantes en muestras de proteínas a partir de espectros FTIR (Vijayakumar et 

al., 2024) y la identificación de pacientes con diabetes tipo 2 mediante el análisis de 

espectros FTIR de saliva (Sánchez-Brito et al., 2021). Entre sus ventajas, el PLS 

puede manejar conjuntos de datos con variables correlacionadas, identificar las 
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variables más relevantes y es robusto frente al ruido en los datos. Un estudio 

demostró que el uso de PLS con espectros FTIR de saliva permitió predecir con 

precisión los niveles de glucosa en sangre, lo que sugiere que la combinación de 

FTIR y PLS es útil para el control de la diabetes (Sánchez-Brito et al., 2021). 

1.4.6.3 Metodología de superficie de respuesta (RSM). La metodología de 

superficie de respuesta (RSM) modela la relación entre una o más variables de 

respuesta y múltiples variables independientes, optimizando resultados al identificar 

combinaciones óptimas de estas variables. Usada en industrias como la alimentaria 

y la química, permite maximizar o minimizar resultados y optimizar procesos 

(Olabinjo et al., 2024). Un estudio aplicó RSM para corregir el efecto del oxígeno en 

la cuantificación de dióxido de carbono por FTIR, logrando mediciones más precisas 

de CO₂. Las ventajas incluyen visualización de relaciones complejas, optimización 

de factores y mejora en la precisión (Seichter et al., 2017). 

 

1.4.7 Diseño de experimentos para el análisis de sistemas complejos. El Diseño 

de Experimentos (DOE) es una metodología estadística que planifica, ejecuta y 

analiza experimentos de manera sistemática para identificar y cuantificar relaciones 

de causa y efecto entre variables en un proceso, aplicándose en la optimización de 

productos y procesos en distintos campos científicos (Jankovic et al., 2021). 

Dependiendo de la investigación, se seleccionan variables significativas para 

maximizar la información obtenida con los mínimos recursos (Jankovic et al., 2021). 

En sistemas biológicos, la complejidad aumenta al incluir interacciones y dinámicas 

proteicas (Wang & Annunziata, 2007). Jankovic et al., (2021) describen etapas clave 

en el diseño experimental: primero, se selecciona el sistema de estudio y se define 

el problema de investigación, lo que orienta la elección de variables y factores a 

analizar. Luego, se identifican las variables representativas y factores controlables. 

En la fase de diseño, la metodología de superficies de respuesta es especialmente 

útil en sistemas complejos, permitiendo optimizar la variable de respuesta; el diseño 
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compuesto central ayuda a determinar si el modelo debe ser lineal o de orden 

superior, según la curvatura observada. Finalmente, el análisis de datos, 

comúnmente con ANOVA, identifica la significancia de los efectos de los factores y 

evalúa si las diferencias entre muestras son atribuibles a factores específicos.  
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2. METODOLOGÍA 

2.1    Selección de método estadístico 

El uso del Py2DCos representa gran importancia en el análisis de sistemas 

biomoleculares complejos estudiados en FTIR. Sin embargo, debido a la extensa magnitud 

de datos generados resulta imperativo generar selección de la data que mejor simbolice los 

cambios en las moléculas perturbadas. Por lo tanto, dicha selección debe basarse en un 

método estadístico que aporte validez a los resultados obtenidos por el analista. 

Dentro de las alternativas de métodos estadísticos expuestas en el capítulo 1 se 

dedujo por medio de una tabla de decisión o método de Pugh usando criterios que se 

adaptan a los objetivos del presente estudio como manejo de gran cantidad de datos, 

resultados gráficos, selección de datos más representativos entre otros descritos en la tabla 

2.1, dando como resultado que aunque el PLS es una poderosa técnica de modelado 

predictivo, su enfoque en la relación entre variables independientes y dependientes no es el 

apropiado para identificar los cambios moleculares inherentes de los sistemas tal como ha 

sido usado en investigaciones con fines predictivos como pronosticar propiedades químicas 

de sustancias (L. Zhang et al., 2005) o en la investigación de Brixner Riça et al., 2019 donde 

se obtuvo un modelo fiable de predicción de cáncer en células. 

El RSM es útil para optimizar procesos experimentales, pero no es adecuado para 

analizar datos espectrales complejos, ya que no identifica patrones o regiones específicas 

de cambio. En contraste, el PCA genera gráficos de puntuaciones y ponderaciones que 

permiten destacar las regiones espectrales donde ocurren los cambios más significativos 

debido a perturbaciones, haciendo de esta técnica una herramienta ideal para el análisis 

detallado de datos espectrales según (Hniopek et al., 2020), previamente usado en data 

proveniente de FTIR resaltando información importante en la búsqueda de micro plástico 

(Wander L et al., 2019) 
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Tabla 2.1 1  

Método de Pugh para selección de método estadístico 

 

              Método                      

Criterio 
PLS PCA RSM 

Uso simultáneo en 

FTIR y 2DCos 
   

Gran cantidad de 

datos 
   

Identifica cambios 

significativos 
   

Consideración 

Porcentual 
   

Resultados 

Gráficos 
   

 

2.2 Sistemas Biomoleculares perturbados 

Para obtener los datos necesarios para el análisis de componentes principales 

(PCA), se llevaron a cabo mediciones mediante espectroscopía FTIR. El propósito de estas 

mediciones fue analizar el mecanismo de reacción de los ligandos glucosa y metformina 

actuando en las proteínas de transporte, específicamente la albúmina sérica bovina (BSA) y 

la hemoglobina bovina, con la incorporación de un agente aglutinante para simular 

condiciones de congestionamiento molecular. El agente seleccionado fue el PEG 8000, un 

poli éter sintético caracterizado por su naturaleza hidrófila y biocompatible, cualidades que 

lo hacen ampliamente utilizado en formulaciones farmacéuticas. Además, el PEG 8000 

encuentra aplicaciones en diversas industrias debido a sus propiedades como aditivo, 

emulsionante, lubricante y humectante, ofreciendo versatilidad en múltiples contextos 

(Ibrahim et al., 2022).  



15 

 

Por otro lado, el diseño experimental detalla la consideración del uso de 2 proteínas, 

2 medios (con y sin PEG para la hemoglobina), 3 sistemas (unitario, binario y ternario), 9 y 

11 concentraciones para los ligandos y para las proteínas respectivamente con repeticiones 

para 5 días, como se muestra a detalle en la tabla 2.2 y en la figura 2.1, donde cada término 

de la matriz representa las diferentes concentraciones (Cn, n=1, 2, …) para cada día (Dn, 

n=1, 2, ...). Las condiciones ambientales se mantuvieron a 1 atm de presión, 20 °C y HR 

entre 50 % a 60%. Estos experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Análisis 

Químico Instrumental (LAQUINS), garantizando un control adecuado de las variables 

experimentales y permitiendo la generación de datos consistentes para el análisis.  

Tabla 2.2 2  

Diseño de experimentos 

 

Sistema BSA Hemoglobina Total 

Unitario 

Binario 

Ternario 

(2×8) +10+1=27 

(8×2) +(10x2) + 1=37 

8 + 1=9 

11×2=22 

(8×2) +(10x2) + 1=37×2 =74 

8+ 1=9×2=18 

 

Total 75 114 198 

 

Figura 2.12  

Representación de matriz de diseño experimental 

 

 

2.2.1 Materiales 

• Espectrómetro FT-IR Nicolet iS10 provisto de celda ATR de ZnSe multirrebote a 45°, 

rango de 650-4000 cm-1 con resolución de 4 cm-1 y 60 barridos 

D1C1 D1C2 D1C3 … D1C1 D1C2 D1C3 … D1C1 D1C2 D1C3 …
D2C1 D2C2 D2C3 … D2C1 D2C2 D2C3 … D2C1 D2C2 D2C3 …
D3C1 D3C2 D3C3 … D3C1 D3C2 D3C3 … D3C1 D3C2 D3C3 …
D4C1 D4C2 D4C3 … D4C1 D4C2 D4C3 … D4C1 D4C2 D4C3 …
D5C1 D5C2 D5C3 … D5C1 D5C2 D5C3 … D5C1 D5C2 D5C3 …

Unitario Binario Ternario
Concentraciones

Tiempo
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• Micropipetas de 100 µl y de 1000 µl 

• Viales plásticos de 1.5 ml 

• Balones aforados de 500 ml y de 100 ml 

• Solución Buffer Fosfato Salino 20mM a pH neutro 

• Glucosa 

• Metformina aislada de la comercial 

• Albúmina sérica bovina y Hemoglobina Bovina de alta pureza y de grado biología 

molecular 

• Fosfato dibásico de sodio (Na2HPO4) 

• Fosfato monopotásico (KH2PO4) 

• Cloruro de sodio (NaCl) 

• Polietilenglicol 8000 (H(OCH2CH2)nOH) 

Tabla 2.3 3 

Preparación de Tampón fosfato salino para sistemas con BSA y hemoglobina. 

 BSA Hemoglobina 

 

Sistema 

Unitario y 

Ternario 

Sistema 

Binario 

Unitario, Binario, Ternario 

Sin PEG-8 Con PEG-8 

Compuesto Fórmula Cantidad (g) Cantidad (g) Cantidad (g) Cantidad (g) 

Fosfato dibásico de 

sodio 
Na2HPO4 1.2021 1.4683 1.2035 1.2058 

Fosfato 

monopotásico 
KH2PO4 0.5068 0.5213 0.5015 0.5070 

Cloruro de sodio NaCl 1.6028 1.6654 1.6005 1.6004 

PEG-8 
H(OCH2CH

2)nOH 
25.0033 25.0008 - 25.0088 

pH final 6.99 7.02 7.01 6.99 
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Para regular el pH, se usó hidróxido de sodio NaOH y ácido fosfórico H3PO4. Usando 

el buffer se preparó las soluciones madre con concentración de 100 mg/ml para la proteína, 

glucosa y metformina, a partir de estas soluciones se prepararon en viales de 1.5 ml las 

siguientes disoluciones: 

Tabla 2.4 4  

Concentraciones preparadas para diferentes sistemas 

Sistemas Unitario Binario Ternario 

Perturbación de 

concentraciones 

BSA/BHb 0 a 10 

mg/ml (de 1 en 1) 

BSA fija 10 mg/ml 

BSA/BHb fija 10 

mg/ml 

Glucosa fija 15 

mg/ml 

Metformina 

variable de 0 a 

40 mg/ml 

Glucosa variable 

de 0 a 40 mg/ml 

Metformina 

variable de 0 a 

40 mg/ml 

Glucosa 0 a 40 mg/ml 

(de 5 en 5) 

Glucosa fija 15 mg/ml 

BSA/BHb variable de 0 a 10 mg/ml 

Metformina 0 a 40 

mg/ml (de 5 en 5) 

Metformina fija 15 mg/ml 

BSA variable de 0 a 10 mg/ml 

 

2.2.2 Mediciones 

Las lecturas se realizaron de manera transversal y longitudinal, donde los sistemas a varias 

concentraciones una vez preparados fueron reservados para tomar las mediciones cada día 

durante 5 días. El procedimiento de uso del equipo FTIR se puede observar en la figura 2.1. 
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2.2.3 Procesamiento de datos 

Los datos obtenidos se guardan en formato “.spa” y se procede a usar 

SpectraGryph, un software de espectroscopía óptica intuitivo y gratuito que permite darles 

Figura 2.23 

Diagrama de flujo del procedimiento del uso del equipo FTIR. 
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un formato particular a los datos, acotar el rango de interés o sustraer el espectro del buffer 

correspondiente para mejorar la visibilidad de las señales, minimizar el ruido, cambiar 

nombres de cada espectro, etc. Posteriormente, los datos se guardan en formato “.csv” y, 

finalmente, se organizan y archivan en formato “.xlsx” como se muestra en la figura 2.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 Implementación de análisis PCA-2DCos 

Para el análisis de Componentes Principales (PCA), inicialmente se realizaron 

pruebas utilizando el programa Statgraphics XIX en su versión de prueba gratuita. Este 

programa permitió analizar los datos obtenidos mediante la técnica de FTIR como se puede 

ver en la figura 2.2, donde la variación de los porcentajes de transmitancia debido a las 

perturbaciones de concentración y tiempo son consideradas las muestras y, las frecuencias 

de onda son las observaciones. El objetivo del análisis fue evaluar cómo las perturbaciones 

en la concentración y el tiempo contribuían a la varianza de los datos y determinar cuáles 

factores tenían un mayor impacto en los pesos de los componentes. 

Con el fin de superar la restricción de la licencia de prueba de 30 días de 

Statgraphics XIX y trabajar con una mayor cantidad de datos, se decidió implementar el 

análisis PCA utilizando la librería sklearn de Python. Este cambio permitió realizar el análisis 

sin limitaciones, además de ofrecer una herramienta más flexible y adecuada para manejar 

grandes volúmenes de información. Dado que Statgraphics XIX es un software diseñado 

Figura 2.3 4   

Formato de datos preprocesados 
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para uso comercial, los resultados obtenidos con este programa son considerados 

confiables, por lo que se utilizó como herramienta de validación para comparar los 

resultados generados con Python. La validación realizada utilizando los datos de BSA fija 

Glucosa variable por concentración, presentada en los anexos, muestra que ambos 

métodos produjeron los mismos resultados, garantizando la fiabilidad del análisis realizado 

con Python. 

Figura 2.4 5 

Código en Python donde se realiza el PCA con sklearn leyendo datos de una hoja en Excel.   

 

 

Una vez realizado el análisis PCA, también se realizó el 2DCos utilizando el software 

Py2DCos de libre acceso desarrollado por De la Paz, (2023). Se utilizaron los documentos 

de Excel utilizados para el PCA para ver la correlación de las frecuencias de onda que 

presentaron perturbaciones a través de la concentración y del tiempo. 
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Figura 2.5 6  

Ventana del software Py2DCos. 

 

2.4 Desarrollo de la interfaz para análisis PCA 

La aplicación desarrollada está diseñada para analizar datos espectroscópicos 

obtenidos mediante FTIR, el diseño de la interfaz prioriza la interacción intuitiva, brindando a 

los usuarios un acceso dinámico y flexible al análisis de componentes principales. El 

procedimiento de uso de la aplicación inicia con la carga de archivos en formato Excel 

(.xlsx), desde los cuales se extraen y procesan los datos. Todas las hojas del archivo se 

analizarán por default, sin embargo, existe la opción de des seleccionar las hojas que se 

desee descartar. Estos datos son sometidos a un análisis PCA, lo que permite identificar las 

principales fuentes de variación y determinar las longitudes de onda clave asociadas a los 

grupos funcionales afectados. Inmediatamente, la aplicación ofrece opciones para visualizar 

resultados en tiempo real mediante gráficas interactivas y finalmente, se habilita el botón de 

descargar los análisis en distintos formatos, como Excel y PDF, adaptándose a las 

necesidades de los usuarios. 
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Figura 2.6 7  

Mockup inicial de aplicación web desarrollada 
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La aplicación incluye módulos integrados para la visualización de gráficos PCA y 

para la generación de resultados descargables en diferentes formatos, PNG para cada 

imagen disponible a la selección del usuario y un archivo final que incluye las tablas de 

resultados presentado en PDF y .xlsx. Tecnologías como Python, Streamlit, y librerías 

especializadas (NumPy, Pandas, scikit-learn, matplotlib, y pdf) se emplearon para 

desarrollar esta solución. Además, se diseñó con un enfoque modular que permite realizar 

múltiples análisis consecutivos sin necesidad de recargar la página.  

2.5 Costos asociados 

Se emplearon tanto licencias gratuitas de software de pago como un software de 

libre acceso, lo que permitió realizar los análisis computacionales sin costos adicionales. En 

cuanto a la parte experimental, los gastos estuvieron relacionados principalmente con la 

adquisición de los reactivos necesarios y el uso del equipo de espectroscopía. Sin embargo, 

dado que la mayoría de las instituciones de investigación y universidades cuentan con 

equipos de espectroscopía, como IR o UV-Vis, los costos experimentales se limitan 

exclusivamente a los reactivos utilizados. Esta combinación de herramientas gratuitas y 

recursos institucionales contribuyó a reducir significativamente los gastos asociados al 

desarrollo del caso de estudio. 
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3. Resultados y análisis 

3.1 Análisis del Diseño Experimental 

Se estudió la glicación no enzimática de proteínas inducida por un exceso de 

glucosa, evaluando el efecto protector de un fármaco y la influencia del agente 

congestionante, además se buscó comprender los mecanismos químicos involucrados. 

Para ello, se realizaron 198 experimentos espectroscópicos descritos en el capítulo 2, 

generando aproximadamente 44,200 datos de medida para un sistema en un medio 

específico de una proteína. La gran cantidad de datos obtenidos hizo necesaria la creación 

de un algoritmo de toma de decisiones (figura 3.1) que combinara FTIR-2DCOS con el 

análisis de componentes principales (PCA), una herramienta estadística capaz de 

identificar únicamente las variaciones más significativas en el sistema ante las 

perturbaciones de concentración y tiempo causadas por los ligandos añadidos. La 

estrategia desarrollada se ve en figura 3.1 donde se señalan los pasos a seguir para el 

análisis de sistemas perturbados usando PCA-FTIR-2DCOS. 

3.2 Estudio comparativo de la BHb con y sin PEG-8 

Aunque el rango de actividad característico de la hemoglobina se encuentra entre 

1500 y 1700 cm⁻¹ (Chen & Spiro, 2002), el pretratamiento de datos incluyó un rango 

ampliado desde 1400 cm⁻¹ para mejorar la visualización. En las Tablas 3.1 y 3.2 se 

presentan los pesos obtenidos para cada sistema de hemoglobina sin y con PEG, 

respectivamente, lo que permitió seleccionar los archivos relevantes para el análisis. En los 

casos donde las concentraciones mostraron un peso representativo similar, indicando una 

contribución equitativa a los cambios observados, se optó por mantener la misma 

concentración de los sistemas posteriores. 
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Figura 3.1    

Estrategia desarrollada para el análisis de sistemas complejos perturbados 
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Tabla 3.15  

Resultados de análisis PCA para el sistema unitario, binario y ternario de BHb 

UNITARIO BINARIO TERNARIO 

Tiempo Tiempo Tiempo 

mg/ml PC1 mg/ml PC1 mg/ml PC1 

1 0,35 5 0,33 5 0,15 

2 0,32 10 0,31 10 0,21 

3 0,34 15 0,35 15 0,27 

4 0,34 20 0,34 20 0,31 

5 0,30 25 0,36 25 0,37 

6 0,32 30 0,36 30 0,41 

7 0,31 35 0,39 35 0,46 

8 0,30 40 0,37 40 0,50 

9 0,31 - - 

10 0,28   

Concentración Concentración Concentración 

d PC1 d PC1 PC2 d PC1 

1 0,29 1 -0,095 0,44 1 0,48 

2 0,58 2 -0,027 0,51 2 0,43 

3 0,51 3 -0,007 0,42 3 0,44 

4 0,42 4 0,992 0,10 4 0,45 

5 -0,40 5 -0,074 0,60 5 0,43 

 

Tabla 3.26  

Resultados de análisis PCA de sistema unitario, binario y ternario de BHb con PEG 

UNITARIO BINARIO TERNARIO 

Tiempo Tiempo Tiempo 

mg/ml PC1 mg/ml PC1 mg/ml PC1 

1 0,07 5 0,35 5 0,15 

2 0,28 10 0,34 10 0,22 

3 0,31 15 0,39 15 0,26 

4 0,35 20 0,37 20 0,31 

5 0,33 25 0,32 25 0,36 

6 0,36 30 0,33 30 0,41 
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7 0,37 35 0,36 35 0,45 

8 0,29 40 0,34 40 0,49 

9 0,31 
- - 

10 0,35 

Concentración Concentración Concentración 

d PC1 PC2 
d PC1 PC2 

d PC1 

1 0,19 0,57 1 0,44 

2 0,29 0,39 1 0,67 -0,053 2 0,44 

3 0,39 0,22 2 0,68 -0,039 3 0,45 

4 0,18 0,49 3 -0,055 0,92 4 0,45 

5 0,83 -0,48 4 0,29 0,38 5 0,45 

 

Las figuras 3.2 y 3.3 muestran el espectro de la hemoglobina en estado 

fundamental, sin y con PEG-8, respectivamente. En ambos casos, se identifican los picos 

característicos de las bandas amida I y amida II, siendo la banda amida I la más sensible a 

los cambios en la estructura secundaria de las proteínas. La tabla 3.3 presenta las 

frecuencias de onda referenciales características de la proteína (Ioannou & Varotsis, 2019) y 

las observadas para el sistema unitario. Las Figuras 3.4 y 3.5 muestran los análisis de 

componentes principales (PCA) realizados para la BHb, las cargas más alejadas de cero 

representan las mayores variabilidades a lo largo del tiempo (Bro & Smilde, 2014). Este 

comportamiento refleja los cambios estructurales principales de la proteína en función de la 

perturbación de tiempo. 

Tabla 3.3 7  

Frecuencias de onda de estructuras para hemoglobina en estado fundamental 

Estructuras Referencia (cm-1) Sin PEG 8000 (cm-1 Con PEG 8000 (cm-1) 

Hélices alfa 1649-1660 1647-1658 1653 

Láminas beta 1610-1638 1631 1628-1639 

Giros beta 1660-1680 - - 

Amida II 1500-1600 1548 1548 
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Figura 3.2   

Sistema unitario de BHb a 10 mg/ml 
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Figura 3.3  

Sistema unitario de BHb a 10 mg/ml con PEG-8 
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Figura 3.4  8  

PCA del sistema unitario de BHb a 10 mg/ml 
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Figura 3.5  

PCA del sistema unitario de Bhb a 10mg/ml con PEG-8 
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En la tabla 3.4 se reunió los resultados del PCA (Figuras 3.7, 3.9 y 3.11) para los 

sistemas conjugados de la BHb, se observó que en los sistemas binarios la interacción 

proteína-ligando, como en el caso de BHb con metformina o glucosa, produce cambios 

significativos en las Amidas I y II, observados principalmente en las frecuencias relacionadas 

con carbonilos y aminas. Estos cambios estructurales se evidencian en los espectros (Figura 

3.6 con metformina y Figura 3.8 con glucosa), donde en el sistema con glucosa las láminas 

beta disminuyen en intensidad, mientras que las hélices alfa incrementan, comportamiento 

que coincide con los picos de correlación cruzada en el análisis 2DCOS (Figura 3.13). Aunque 

generalmente la glicación provoca un efecto contrario, estudios previos en BHb también han 

demostrado que este patrón puede atribuirse al proceso de glicación (Li et al., 2023).  

En el sistema ternario BHb-Glucosa-Metformina, las frecuencias relacionadas con la 

interacción proteína-ligando muestran comportamientos similares a los del sistema BHb-

Metformina donde si bien también se encuentra una dinámica entre las α-hélices y β-láminas, 

la carga de esta interrelación es aproximadamente 3 veces menor que la de BHb-Metformina 

lo que sugiere que la metformina actúa como un competidor en sitios de glicación, modulando 

estas interacciones y disminuyendo los efectos estructurales de la glicación en la 

hemoglobina. Esto es consistente con los picos observados en el análisis 2DCOS, donde las 

correlaciones cruzadas resaltan cambios estructurales similares a los del sistema binario 

BHb-Metformina (Figuras 3.14 y 3.15). Así mismo la Figura 3.12 muestra el análisis 

bidimensional de la BHb en estado fundamental a través del tiempo donde se ubican los 

cambios naturales que facilitan la comparación ante la interacción con los ligandos. 



34 

 

Tabla 3.4 8  

Resultados de las frecuencias con mayor carga en PCA para sistemas binario y ternario en 

BHb 

 

En el sistema donde se simula congestión molecular, los análisis PCA muestran una 

dinámica similar al medio sin congestión, aunque con ligeras variaciones en las frecuencias 

y principalmente en la disminución de las cargas, esto se complementa al observarlos en 

conjunto con los espectros FTIR y 2DCos (Figuras 3.15-3.24). Como se observan los 

mismos cambios se sugiere que el efecto de protección sobre la estructura de la BHb por 

parte del fármaco, así como la glicación sigue sucediendo en el medio congestionado. Sin 

embargo, debido a la disminución de intensidad de las cargas que representan los cambios 

debido a perturbaciones se infiere la disminución de interacción.

Binario 

Sin PEG-8 Con PEG-8 

BHb-Glucosa BHb-Metformina BHb-Glucosa BHb-Metformina 

Frecuencias 

(cm-1) 
Cargas 

Frecuencias 

(cm-1) 
Cargas 

Frecuencias 

(cm-1) 
Cargas 

Frecuencias 

(cm-1) 
Cargas 

1633 

1641 

1646 

26 

23 

19 

1560-1580 65 

1650 

1648 

1629 

20 

18 

16 

1565-1567 61 

Ternario 

Sin PEG-8 Con PEG-8 

Frecuencias (cm-1) Cargas Frecuencias (cm-1) Cargas 

1560-1580 

1644 

63 

25 

1563-1569 

1648 

64 

22 
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Figura 3.6  

Sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml 
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Figura 3.7   

PCA del sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml 

 

 

 

 

 



37 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8  

Sistema Binario BHb 10 mg/ml con Glucosa 15mg/ml 
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Figura 3.9 9  

PCA del sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml 
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Figura 3.10  

Sistema Ternario BHb 10 mg/ml con Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml 
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Figura 3.11  

PCA del sistema ternario de BHb a 10 mg/ml, Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml 
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Figura 3.12   

2DCOS BHb 10 mg/ml por días 

Figura 3.13 10  

2DCOS BHb 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml por días 

Figura 3.14   

2DCOS BHb 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml por días 
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Figura 3.15   

2DCOS BHb 10 mg/ml, Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml por días 
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Figura 3.16  

Sistema binario BHb 10 mg/ml con Metformina 40 mg/ml con PEG-8 
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Figura 3.17  

PCA del sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Metformina 15 mg/ml con PEG-8 
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Figura 3.18  

Sistema Binario BHb 10 mg/ml con Glucosa 15mg/ml con PEG-8 
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Figura 3.19  

PCA del sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml con PEG-8 
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Figura 3.20 11  

Sistema Ternario BHb 10 mg/ml con Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml con PEG-8 
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Figura 3.21   

PCA del sistema ternario de BHb a 10 mg/ml, Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml con PEG-8 
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Figura 3.22  12  

2DCOS PEG BHb 10 mg/ml por días 

Figura 3.23   

2DCOS PEG BHb 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml por días 

Figura 3.24  

2DCOS PEG BHb 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml por días 
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Figura 3.25  

2DCOS PEG BHb 10 mg/ml, Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml por días 

 

 

3.3 Influencia del uso de PEG-8 en sistemas perturbados 

Se usa los resultados del estudio de la BSA y el sistema de la BHb con PEG-8 para 

comprobar el papel del medio congestionado en las biomoléculas interactuando con los 

ligandos, con la cual se realizaron los mismos análisis representados en las tablas 3.5 y 3.6. 

En la tabla 3.3 se observó ligeras des locaciones de las estructuras características de la 

BHb en comparación con el sistema sin congestionante. Mientras que, los datos extraídos 

de las figuras 3.17, 3.19 y 3.21 indicaron la influencia del PEG-8 mediante las cargas, ya 

que resultaron menores que las obtenidas en el sistema solo con buffer. Para la BHb, se 

identificaron tanto la glicación debido a la glucosa y el efecto Quimi-protector del fármaco al 

haber integrado el PCA con FTIR (Figuras 3.16, 3.18 y 3.20) y Py2DCoS (Figuras 3.22 - 

3.25). 
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Tabla 3.5 9  

Resultados de análisis PCA de sistema unitario, binario y ternario de BSA con PEG 

UNITARIO BINARIO TERNARIO 

Tiempo Tiempo Tiempo 

mg/ml PC1 mg/ml PC1 mg/ml PC1 

5 -0,051 5 -0,006 5 0,14 

6 -0,054 10 -0,030 10 0,19 

7 0,52 15 0,39 15 0,25 

8 0,46 20 0,37 20 0,30 

9 0,53 25 0,39 25 0,35 

10 0,49 30 0,44 30 0,40 

- 

35 0,43 35 0,48 

40 0,43 40 0,51 

Concentración  Concentración  Concentración  

d PC1 PC2 d PC1 PC2 d PC1 

1 0,23 0,66 1 -0,15 0,68 1 0,56 

2 -0,044 0,74 2 0,99 0,11 2 0,56 

3 0,97 -0,12 3 -0,0014 0,72 3 0,60 
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Tabla 3.6 10  

Resultados de las frecuencias con mayor carga en PCA para sistemas binario y ternario en 

BSA 

Binario 

BSA-Glucosa BSA -Metformina 

Frecuencias (cm-1) Cargas Frecuencias (cm-1) Cargas 

1650 

1648 

1629 

20 

18 

16 

1563-1569 

1708-1800 

1644 

62 

45 

32 

Ternario 

Frecuencias (cm-1) Cargas 

1563-1569 

1648 

1643 

64 

22 

19 

 

El congestionamiento molecular influye significativamente en las propiedades 

dinámicas y estructurales de las proteínas. En sistemas con PEG-8 como agente 

congestionante, se observa una mayor complejidad en los datos obtenidos mediante PCA, 

lo que sugiere que la interacción de la proteína en un medio congestionado puede derivar 

en una reducción del movimiento libre de la proteína, impidiendo o disminuyendo la 

formación de complejos proteicos. Este comportamiento ha sido respaldado por estudios 

teóricos, los cuales demuestran que el congestionamiento macromolecular y el 

confinamiento espacial afectan los equilibrios y las tasas de plegamiento y unión de 

proteínas (Zhou, 2004). 

La principal diferencia con el estudio previo de la BSA sin medio congestionado es la 

frecuencia que indica glicación reportada por De la Paz (2023), que fue en 1620 cm⁻¹ 

mientras que como se muestra en la Tabla 3.6 las variaciones destacadas coinciden en las 
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frecuencias ubicados en las estructuras α-hélices y láminas β (Barth, 2007) para el sistema 

BSA-Glucosa, lo que podría estar relacionado al uso del medio congestionante ya que 

facilita que las moléculas se unen entre sí y, por lo tanto, influir indirectamente en los 

resultados espectroscópicos, mejorando la observación de las bandas (Y. Zhang et al., 

2023). En la investigación previa con la BSA no se realizó PCA, lo que dificultaría en el 

análisis de las transformaciones de la proteína ocasionadas por los ligandos con variaciones 

de tiempo y concentración. Mientras que, integrando los espectros mostrados en las figuras 

3.26 a 3.29, el PCA (figuras 3.30-3.33) y los 2DCoS (figuras 3.34-3.37) 

3.4 Desarrollo de herramienta de análisis intuitivo con PCA para sistemas complejos 

Debido la facilidad de análisis proporcionada por el PCA realizado con la data 

existente en comparación con la investigación previa realizada por De la Paz (2023), y a 

causa de que las aplicaciones para realizar este análisis estadístico se encuentran 

disponibles únicamente bajo pago, se desarrolló una aplicación web con interfaz intuitiva 

que permite al analista subir archivos en formato .xlsx con las características iguales a las 

trabajadas en el análisis 2DCos con resultados inmediatos que incluyen diagramas de 

dispersión, tabla de resultados con detalle de los PC y los pesos que representan las 

varianzas. Además, con la finalidad de obtener una mejor integración entre el análisis y la 

complejidad de los sistemas, entre los resultados se agregó el detalle de las frecuencias 

que representan la mayor variabilidad con sus respectivas cargas, acompañados de los 

posibles grupos funcionales que esas frecuencias o rango de frecuencias representan 

químicamente, en la tabla 3.7 se realiza una comparación con la plataforma Statgraphics. 

Tabla 3.7 11  

Comparación con otra herramienta de análisis PCA 

Característica Software desarrollado Statgraphics XIX 

Permite archivos .xlsx 
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Genera gráficos para los componentes 

principales 

  

Muestra los pesos de las muestras por 

cada componente principal 

  

Muestra la varianza acumulada de los 

componentes principales 

  

Muestra la frecuencia de onda en los 

gráficos de dispersión 

  

Permite descargar las tablas de 

resultados  

  

Indica los compuestos de las 

frecuencias de onda más relevantes 

  

Libre acceso 
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Figura 3.26 13  

Sistema unitario BSA 10 mg/ml 
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Figura 3.27   

Sistema binario BSA 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml 
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Figura 3.28 14  

Sistema binario BSA 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml 
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Figura 3.29 15  

Sistema ternario BSA 10 mg/ml con Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml 
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Figura 3.30 16  

PCA de sistema unitario de BSA 10 mg/ml con PEG 8 
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Figura 3.31  

PCA de sistema binario con BSA 10 mg/ml y glucosa 15 mg/ml con PEG 8 
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Figura 3.32  

PCA de sistema binario de BSA 10 mg/ml y metformina 40 mg/ml con PEG 8 
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Figura 3.33   

PCA de sistema ternario BSA 10 mg/ml, glucosa 15 mg/ml y metformina 40 mg/ml con PEG 8 
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Figura 3.34 17  

2DCOS PEG BSA 10 mg/ml por días 

Figura 3.35   

2DCOS PEG BSA 10 mg/ml y glucosa 15 mg/ml por días 

Figura 3.36  

2DCOS PEG BSA 10 mg/ml y metformina 40 mg/ml por días 
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Figura 3.37 

2DCOS PEG BSA 10 mg/ml, glucosa 15 mg/ml y metformina 40 mg/ml por días 

 

 

3.5 Análisis de costos 

El desarrollo del proyecto no generó costos adicionales, ya que todos los materiales, 

equipos y reactivos necesarios estaban disponibles en el laboratorio de la universidad. Los 

insumos más costosos, como las proteínas BSA y BHb, fueron adquiridos previamente por 

el departamento de investigación dentro de su presupuesto anual, garantizando acceso a 

materiales de alta calidad sin requerir inversiones externas. 

Además, se desarrolló una aplicación web específica para realizar análisis PCA utilizando 

herramientas de Python de libre acceso, eliminando la necesidad de aplicaciones 

comerciales de pago. Esto optimizó los recursos tecnológicos disponibles, permitiendo una 

solución económica y eficiente para el procesamiento e interpretación de datos 

espectroscópicos. 
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4. Conclusiones y recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

• Se desarrolló una estrategia eficaz para identificar las frecuencias de onda más 

relevantes en cada sistema estudiado, facilitando una interpretación más rápida y 

precisa de los datos obtenidos mediante PCA. Esta estrategia integró diversas 

etapas clave, como la selección y adaptación del formato de los datos FTIR, la 

delimitación de rangos de frecuencia relevantes, y la determinación de las 

perturbaciones más significativas a partir de los pesos de PCA. Además, se 

incorporó un enfoque iterativo para verificar la correspondencia entre las frecuencias 

identificadas y los valores reportados en la literatura científica, lo que garantizó la 

validez de los resultados. Finalmente, la aplicación del análisis 2DCOS permitió 

establecer correlaciones entre las frecuencias perturbadas, mejorando la 

comprensión de los fenómenos moleculares subyacentes y optimizando el análisis 

espectral en sistemas con y sin agentes de congestionamiento molecular. Esta 

estrategia no solo permitió confirmar estos hallazgos, sino que también optimizó el 

tiempo de análisis al centrarse únicamente en las perturbaciones más significativas, 

proporcionando un enfoque más eficiente y dirigido para el estudio de sistemas 

biológicos complejos. 

• Se estudiaron los sistemas proteína-ligando en condiciones donde ocurre la 

glucosilación no enzimática y el congestionamiento molecular utilizando PEG-8 

como agente congestionante, usando espectroscopía FTIR para las proteínas BSA y 

hemoglobina bovina. Los resultados mostraron que la glucosa causa cambios 

importantes en la estructura de las proteínas, promoviendo la glicación no 

enzimática. Sin embargo, cuando se añadió metformina, las proteínas mantuvieron 

su estructura original, lo que evitó la formación de productos avanzados de glicación. 

Este estudio permitió identificar claramente las diferencias estructurales causadas 
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por estas condiciones y resaltó el papel protector de la metformina en estos 

procesos. 

• La caracterización de los sistemas con y sin congestionamiento molecular, 

empleando Py2DCos y métodos estadísticos avanzados, permitió establecer 

criterios robustos para la interpretación de señales espectrales. En particular, se 

observó que en los sistemas con PEG-8000, las proteínas presentaron un 

comportamiento diferente frente a la unión de ligandos como metformina y glucosa. 

El análisis combinado de FTIR, 2DCOS y PCA reveló que el PEG, al actuar como un 

agente de congestionamiento molecular, reduce el espacio disponible alrededor de 

la proteína debido a su gran tamaño molecular. Esta reducción de espacio genera un 

entorno más restringido que dificulta la interacción de los ligandos con la proteína, 

limitando su acceso a sitios de unión. Como resultado, se identificó que el sistema 

con PEG ejerce una propiedad protectora para la proteína, al impedir de manera 

más efectiva la interacción con ligandos en comparación con el sistema sin 

congestionamiento molecular. 

• Se diseñó una herramienta eficaz que combina el análisis estadístico y bases de 

interpretación de señales FTIR mediante el uso de librerías de acceso gratuito que 

permite la implementación de la técnica PCA y brinda reportes completos y 

detallados que, en conjunto con el análisis Py2DCos, optimiza la interpretación de 

los espectros obtenidos en FTIR clásico. La herramienta desarrollada permite al 

analista cargar un archivo .xlsx, seleccionar las hojas que se desea analizar y 

obtener resultados instantáneos y a su vez tener el acceso a descargar archivos en 

formato .xlsx para las tablas y .pdf o .png para gráficos de dispersión.  

4.2 Recomendaciones 

• Se sugiere trabajar en la integración del código de la aplicación web para crear un 

programa único que permita utilizar los datos del PCA y el análisis Py2DCos en una 
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misma interfaz. Esto facilitará un análisis más dinámico e interactivo para el usuario, 

permitiendo visualizar los resultados de ambas herramientas de forma simultánea. 

• Se recomienda ampliar las condiciones de perturbación del sistema, no solo variando 

la concentración y el tiempo, sino también incluyendo la temperatura y pH. Esto 

permitirá simular los cambios térmicos que experimenta el cuerpo humano y evaluar 

con mayor precisión la capacidad de la metformina para proteger las proteínas frente 

a la glicación no enzimática. 

• Aprovechando la agilidad obtenida para el análisis de estos sistemas complejos se 

debe realizar los mismos estudios usando sangre humana para incluir las diferentes 

proteínas y demás sustancias presentes en este tipo de muestra y así obtener 

resultados que destaquen las diferencias con los obtenidos en esta investigación.  
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Anexos 

Figura A 18  

Validación con Statgraphics XIX para el PCA. a) Tablas de pesos obtenida con Python. b) 

Tabla de pesos obtenidos con Statgraphics XIX 
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