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RESUMEN 

 

 

 Uno de los avances de la nanotecnología es la aplicación de nanopartículas 

metálicas (NPs) en el campo de la biomedicina. Estas NPs en presencia de campos 

magnéticos oscilantes (CMO) pueden absorber energía en forma eficaz y disiparla 

localmente efectuando una especie de cirugía molecular, produciendo la 

desagregación de agregados proteicos tóxicos o la muerte de células tumorales. La 

clave para el uso de NPs metálicas es que las mismas puedan dirigirse 

específicamente al sitio de acción. Mediante el uso de péptidos es posible dirigir 

selectivamente NPs a agregados tóxicos de la proteína β-amiloide (Aβ), presentes en 

cerebro de pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer (EA)  o a células 

tumorales en el caso de cáncer.  

 

Con este fin, se sintetizaron NPs de oro (AuNPs) y NPs de óxido de hierro (NPs 

de γ−Fe2O3), las cuales se conjugaron a los péptidos BN y RAF que son capaces de 

reconocer células tumorales y a los péptidos INH, i1 e i2 con capacidad de unirse a los 

agregados tóxicos de Aβ. Asimismo, para evaluar el grado de toxicidad que presentan 

estos conjugados, se realizaron ensayos de citotoxicidad en diferentes líneas celulares, 

mientras que para determinar si los péptidos INH, i1 e i2 conjugados a las NPs 

mantienen su actividad biológica, se estudió la interacción in vitro de los conjugados 

con agregados de Aβ. De esta manera, se obtuvieron AuNPs de 12 nm y NPs de 

γ−Fe2O3 de 8 nm conjugadas a los péptidos de interés. Los conjugados de los péptidos 

INH, i1 e i2 a las AuNPs presentaron un bajo grado de toxicidad in vitro, manteniendo 

su capacidad de unirse a los agregados tóxicos de Aβ. Por otra parte, los mismos 

péptidos conjugados a NPs de γ−Fe2O3 
 presentaron la toxicidad inherente a las NPs, 

mientras que las NPs de γ−Fe2O3 conjugadas al péptido BN presentaron, de la misma 

manera, el efecto tóxico propio de las NPs, no incrementándose dicho efecto por la 

presencia del péptido en cuestión. La conjugación de NPs de γ−Fe2O3 con el péptido 

RAF produjo una disminución de la toxicidad dosis dependiente, posiblemente por un 

efecto biocompatibilizador del péptido. 
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OBTENTION OF CONJUGATES PEPTIDE METALLIC NANOPARTICLES WITH 

POTENTIAL BIOMEDICAL APPLICATIONS 

 

SUMMARY 

 

 

One of the developments in nanotechnologies is the application of metallic 

nanoparticles (NPs) in biomedicine field. When exposed to oscillating magnetic fields 

(OMF), NPs are able to absorb energy and deliver it with nanometrical accuracy, 

carrying out a sort of molecular surgery, resulting in the disruption of toxic protein 

conglomerates or tumour cells death.  The main feature that metallic NPs could have is 

related with the ability to reach specific therapeutic sites. NPs coated with adequate 

peptides could be targeted to toxic aggregates of beta amyloid (Aβ), which is involved in 

Alzheimer disease (AD), or toward tumour cells in cancer. 

 

In consequence, gold NPs (AuNPs) and iron oxide NPs (γ−Fe2O3 NPs) were 

synthesized and subsequently conjugated to a BN and RAF peptides, which are able to 

recognize tumour cells. In the other hand, AuNPs and γ−Fe2O3 NPs were also 

conjugated to other peptides with high affinity for toxic deposits of Aβ. In this regard, 

toxicity assays were perfomed in order to evaluate the toxicity level of those conjugates 

using different cell tumour lines, whereas in vitro interaction between conjugates 

peptide-NPs and Aβ fibers was studied to determinate if peptides maintain its biological 

activity. Consequently, AuNPs of 12 nm and γ−Fe2O3 NPs of 8 nm were obtained and 

subsequently conjugated to the peptides in matter. In vitro, AuNPs conjugated to the 

peptides with high affinity for toxic deposits of Aβ, showed a low toxicity degree 

maintaining its ability to interact with those toxic deposits. Finally, γ−Fe2O3 NPs showed 

to be toxic either conjugated or not to the same peptides that showed affinity for Aβ 

deposits exposed before. Besides, a characteristic toxic effect of the γ-Fe2O3 NPs was 

observed, which was not increased by the presence of BN peptide, nevertheless, a 

decrease in the toxicity dose dependent was produced by γ−Fe2O3 NPs conjugated to 

RAF probably due to a biocompatibility effect of this peptide.
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I. INTRODUCCIÓN 

 

 

La nanotecnología, hoy en día, apunta principalmente al diseño de materiales y 

dispositivos a nivel nanométrico (1). En este sentido, recientes investigaciones han 

contribuido de manera importante al estudio de la producción y aplicación de NPs 

metálicas en el campo de la biomedicina (2). El mayor interés sin duda, en estos 

últimos años, ha sido el avance de la nanomedicina, definida como el monitoreo, 

reparación, construcción y control de sistemas biológicos usando nanoestructuras (3). 

El término NP representa a todas aquellas partículas cuyo tamaño es inferior a 1 

micrómetro (µm), pudiendo llegar incluso a unos pocos nanómetros (nm), lo que las 

sitúa en dimensiones inferiores a las de una célula (10-100 µm), de un virus (20-450 

nm), de proteínas (5-50 nm) e incluso de los genes (2 nm de ancho por 10-100 nm de 

largo) (4). Esta característica hace que sean muy interesantes, ya que debido a su 

tamaño nanométrico son potencialmente capaces de llegar muy cerca de ciertas 

entidades biológicas, como por ejemplo, al núcleo de una célula (5). Por otro lado, las 

NPs metálicas en presencia de campos magnéticos oscilantes (CMO) pueden absorber 

energía de forma eficaz y disipar localmente el calor absorbido, en este sentido es 

posible distinguir dos tipos de NPs metálicas, las magnéticas y las no magnéticas. Las 

primeras responden muy sensiblemente a CMO de baja frecuencia (1000 KHz) como 

es el caso de algunos óxidos de hierro (6,7), en cambio las NPs que no son 

magnéticas, como las de oro, responden por aplicación de frecuencias mayores (GHz), 

(8) es por esta razón que NPs de tipo magnético han sido utilizadas como agentes de 

hipertermia en el tratamiento de ciertos tumores cancerígenos (9). El uso de NPs 

metálicas en diagnóstico y tratamiento de enfermedades estaría estrechamente 

relacionado con su baja toxicidad, biocompatibilidad y estabilidad en medios biológicos, 

es así como estas partículas están sujetas a experimentar modificaciones de tipo 

biológico y/o químico con el fin de cumplir estos requisitos. Este proceso depende en 

gran medida del tipo de NP metálica (oro, óxido de hierro, cobalto, plata, entre otras) ya 

que la superficie de cada una de ellas provee de sitios específicos de interacción con 

diferentes moléculas biológicas, entre las que se encuentran anticuerpos (y sus 

fragmentos), lectinas, proteínas, péptidos, hormonas y ligandos de bajo peso molecular 
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(10) los cuales permiten el reconocimiento e interacción de estos nanomateriales con 

diferentes blancos terapéuticos. Estas NPs al poseer propiedades ópticas únicas, 

pueden ser utilizadas como biosensores moleculares, permitiendo el diagnóstico y la 

investigación de algunos tipos de cáncer in vivo e in vitro (11). Paralelamente, NPs de 

tipo magnético, como las de óxido de hierro (γ-Fe2 O3 ó Fe3 O4), las que pueden ser 

dirigidas mediante un campo magnético externo, se han funcionalizado con polímeros y 

fármacos anticancerígenos con el fin de ser utilizadas, vía intravenosa, como agentes 

liberadores de drogas en el tratamiento del cáncer (12,13). De la misma manera, han 

sido biocompatibilizadas con anticuerpos monoclonales, transferrina, albúmina, insulina 

y factores de crecimiento, con el fin de obtener células que incorporen las NPs  

magnéticas, y así separarlas por aplicación de un campo magnético de una matriz 

biológica (14). En el campo de la imagenología, se han utilizado como agentes de 

contraste en resonancia magnética nuclear (RMN), ya que la inclusión de partículas 

magnéticas en ciertos tejidos permite un incremento  de la intensidad de las señales 

que se obtienen mediante esta técnica, mejorando así las imágenes obtenidas por 

RMN (15). 

 

Es por ello que en virtud de la extrema versatilidad de estos materiales nace el 

proyecto de obtener conjugados péptidos con NPs de oro (no magnéticas) y óxido 

hierro (magnéticas), con el fin de explorar sus potenciales aplicaciones biomédicas en 

el campo del diagnóstico y terapia de enfermedades como Alzheimer y cáncer. Para 

ello, en una primera instancia, es necesario determinar la toxicidad de los 

nanomateriales obtenidos así como también evaluar si los péptidos anclados a las NPs 

mantienen la capacidad de reconocer a sus dianas. 

 

 

1. Marco teórico  

 

1.1 Obtención de AuNPs 

 
Las suspensiones coloidales corresponden a sistemas físicos compuestos por 

dos fases, una continua, normalmente fluida y otra dispersa en forma de partículas. Los 
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coloides cubren un amplio intervalo de tamaños que va desde unos pocos nanómetros 

hasta unas pocas micras (16). Las interacciones electrostáticas en estos sistemas 

juegan un rol muy importante, ya que en general, la carga superficial de las partículas 

suspendidas en el líquido, forma una doble capa eléctrica alrededor de ellas. La 

repulsión de las cargas entre partículas vecinas, es lo que finalmente otorga la 

estabilidad al coloide (17). Las AuNPs se clasifican como coloides de carácter liofóbico, 

es decir, presentan baja afinidad por el medio dispersante y se obtienen principalmente 

a través de dos metodologías de síntesis agrupadas en dos categorías: (a) Métodos de 

condensación, en los cuales partículas de tamaños subcoloidales son inducidas a 

agregarse hasta alcanzar tamaños coloidales, y (b) Métodos de dispersión en los que 

partículas de tamaños superiores a los coloidales son reducidas de tamaño (18). 

 

De cara a futuras aplicaciones terapéuticas, se debe considerar sin duda, el 

estudio de factores farmacocinéticos tales como la absorción y distribución de las 

AuNPs en el organismo. Este proceso depende considerablemente de la vía de 

administración, composición y carga superficial de la NP así como también de su 

tamaño (19,20). Este último es un factor crítico, ya que la rapidez de penetración de 

una sustancia a través de barreras biológicas, está inversamente relacionada con el 

tamaño molecular (18). Es así como estudios en ratones han demostrado que AuNPs 

de 4 y 10 nm son capaces de ser absorbidas eficientemente en el tracto 

gastrointestinal (21). 

 

De esta manera y dependiendo del tamaño de AuNP que se quiera obtener, es 

que existen numerosos protocolos de síntesis. El método sintético descrito por 

Turkevich y col. (22) y también el de Levy y col. (23) permiten la obtención de 

partículas de tamaños de 7 nm o superiores, según sea el caso, mediante la reducción 

de una sal aúrica (HAuCl4) con citrato de sodio en presencia de calor. El control de 

tamaño de las AuNPs está dado por la variación en la relación citrato/HAuCl4. En la 

figura 1 se observa la formación de un centro teórico de nucleación, sobre el cual se 

adsorberían capas sucesivas de átomos de oro, hasta alcanzar el tamaño de partícula 

permitido por el método (18,24). 
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Entre las técnicas más utilizadas para caracterizar AuNPs se encuentra la 

espectrofotometría UV visible, la cual brinda información sobre la concentración, el 

tamaño y homogeneidad de tamaño de las partículas, comparando la radiación 

luminosa absorbida o transmitida por una solución de AuNPs respecto de un blanco. 

De este modo la concentración se relaciona con la absorbancia en el pico máximo de 

absorción, el tamaño con la posición del pico, mientras que la homogeneidad de 

tamaño con el ancho del pico. Los coloides de oro, los cuales se caracterizan por su 

intenso color rojo, absorben luz en la región verde-azul del espectro (25). Esta 

absorción depende de ciertos factores como el tamaño de las NPs, su estado de 

agregación y de la frecuencia de resonancia del plasmón de superficie, característico 

de las partículas metálicas (26). De esta manera las AuNPs de 10 nm absorben a los 

520 nm de longitud de onda (27). Otra técnica de caracterización utilizada es la 

microscopia electrónica de transmisión (MET), la cual permite obtener principalmente 

información acerca del tamaño y forma de las AuNPs, ya que la muestra es irradiada 

por un haz de electrones, lo que permite obtener una imagen aumentada producto del 

contraste de los electrones retenidos, absorbidos o dispersados por las AuNPs (24). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Centro teórico de nucleación sobre el cual se 
adsorberían los átomos de oro para dar origen a las 
AuNPs. 

 

 

1.2 Obtención de NPs de γγγγ- Fe2O3 

 

Como intermediarios entre el estado molecular y sólido, las NPs combinan la 

accesibilidad química en solución con las propiedades físicas del estado bulk. La 

aplicación de pequeñas partículas de hierro en diagnóstico in vitro ha sido practicada 
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desde hace 40 años, principalmente utilizando óxidos de maghemita y magnetita (γ-

Fe2O3 y Fe3O4, respectivamente). Estas NPs son capaces de formar suspensiones 

homogéneas llamadas ferrofluidos, las cuales pueden interactuar con un campo 

magnético externo y por ende ser posicionadas en un área específica dentro del 

organismo, no reteniendo magnetización alguna después de la exposición a este 

campo, lo cual es muy importante de cara a una futura aplicación terapéutica, ya que 

de esta manera se reduce la posibilidad de agregación de las NPs a causa de la fuerte 

atracción magnética que se pueda originar entre las partículas (14). 

 

Dentro de los métodos de síntesis de NPs de γ-Fe2O3, encontramos los 

métodos físicos y químicos. En el primer caso, se destacan técnicas como la 

deposición en fase de gas y la litografía en corriente de electrones, sin embargo la 

principal desventaja de estos métodos es que el tamaño de la NP no puede ser 

controlado durante la síntesis (28). Por otro lado las rutas químicas, caracterizadas por 

su simpleza y eficiencia, son capaces de controlar el tamaño, composición y a veces 

incluso, la forma de las NPs (29,30). 

 

El método sintético desarrollado por Yu y col. (31) para la obtención de NPs de 

γ-Fe2O3 biocompatibilizadas, se basa en la coprecipitación de soluciones de iones 

férrico y ferroso en una solución de hidróxido de sodio (Figura 2). Posterior a esta 

etapa, las NPs sintetizadas son recubiertas con ácido metacrílico, el cual al entrar en 

contacto con el coloide de γ-Fe2O3  se adhiere fuertemente a su superficie a causa de 

la alta afinidad que posee este reactivo por los óxidos metálicos. De esta manera y 

luego de la polimerización del ácido metacrílico adsorbido sobre el óxido, es posible 

obtener NPs magnéticas de γ-Fe2O3 funcionalizadas con ácido polimetacrílico, las 

cuales poseen grupos carboxilos libres en la superficie (Figura 3). 
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Figura 2. Esquema del mecanismo de formación 
de NPs de γ-Fe2O3  a partir de una mezcla acuosa 
de cloruros férrico y ferroso, mediante la adición de 
una base.  

 
Figura 3. NP de γ-Fe2O3 recubierta con ácido 
polimetacrílico, exponiendo los grupos carboxilos 
en la superficie. 

 

 

Se han desarrollado numerosas técnicas para la caracterización de NPs de 

óxido de hierro, entre las que se encuentran: (a) MET, la cual brinda información sobre 

el tamaño, forma y estado de agregación de las partículas, (b) espectroscopía de 

absorción atómica para determinar la concentración de hierro presente en las NPs 

sintetizadas y (c) la microscopía electrónica de transmisión de alta resolución 

(METAR), la cual se emplea principalmente para caracterizar la ultraestructura de las 

partículas sintetizadas, lo que en conjunto con la difracción de electrones posibilita 

caracterizar la fase cristalina de las NPs, pudiéndose diferenciar los óxidos de hierro 

sintetizados, ya sea γ-Fe2O3  o Fe3 O4, de los hidróxidos de hierro u otras impurezas 

que pueda presentar la muestra (31). 

 

 

1.3 Síntesis y caracterización de péptidos de interés biológico 

 

La técnica de elección para la síntesis de péptidos, hoy en día, es la síntesis en 

fase sólida (SPFS) introducida por Merrifield  en 1960 (32), en la cual una estrategia de 

pasos sincronizados, es utilizada para la obtención de secuencias peptídicas (33). La 

SPFS, específicamente, se basa en la unión del primer aminoácido de cada secuencia 

a un soporte sólido, insoluble e inerte (resina). Las reacciones son llevadas a cabo 
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dentro de un reactor, utilizando excesos de reactivos solubles, los cuales junto a todos 

los productos formados por reacciones secundarias son eliminados mediante filtración 

y lavados. Para la incorporación sucesiva de cada aminoácido, la función carboxílica 

debe ser activada mediante el uso de carbodiimidas en presencia de N-hidroxibenzo-

triazoles (34). Por otro lado, el grupo α-amino y los grupos funcionales presentes en las 

cadenas laterales de cada residuo aminoacídico, están protegidos químicamente para 

evitar reacciones secundarias no deseadas, las cuales afectan directamente la pureza 

del péptido. Existen dos estrategias para la obtención de péptidos por SPFS: Fmoc/tBu 

y Boc/Bzl. En la estrategia Fmoc/tBu (Figura 4), la función Fmoc que enmascara la 

función α-amino, es removida con tratamientos de piperidina, mientras que los grupos 

lábiles (tBu, Trt o tritil)  presentes en las cadenas laterales de cada aminoácido, son 

removidos con ácido trifluoroacético (TFA), una vez que el péptido es separado de la 

resina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estrategia de síntesis de péptidos en fase sólida 
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Para la caracterización de los péptidos obtenidos, se utilizan principalmente la 

cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) (35) y la espectroscopía de masas 

ionización por desorción láser matriz asistida con analizador de vuelo (MALDI-TOF) 

(36). 

 

 

1.4 Obtención de conjugados peptídicos de NPs con potencial aplicación 

terapéutica para la Enfermedad de Alzheimer:  

 

Las enfermedades neurodegenerativas, de carácter crónico y progresivo, como 

la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de 

Huntington (EH) y las enfermedades priónicas, se caracterizan por una pérdida 

selectiva y simétrica de neuronas en los sistemas motores, sensoriales o cognitivos. 

Del mismo modo poseen mecanismos celulares y moleculares en común, entre los que 

se incluyen la agregación de proteínas y formación de cuerpos de inclusión (37,38). La 

EA es un desorden que se caracteriza principalmente por una pérdida de memoria a 

corto plazo, lo que finalmente se traduce en una pérdida total de la función cognitiva. El 

diagnóstico definitivo de la EA se lleva a cabo mediante los análisis histopatológicos de 

tejido cerebral, los cuales solamente se realizan post mortem. Los cerebros de las 

personas que padecieron EA presentan una pérdida selectiva de neuronas del 

hipocampo y corteza (39,40). Además presentan dos tipos de lesiones características, 

en las que están involucrados dos grandes tipos de agregados de proteínas. Por un 

lado los agregados extracelulares conocidos como placas seniles, que tienen como 

mayor constituyente el péptido Aβ (39-43 aminoácidos), el cual deriva del proceso 

proteolítico de una glicoproteína de transmembrana llamada proteína precursora del 

amiloide (APP), y los agregados intracelulares llamados ovillos neurofibrilares, cuyo 

componente principal es la proteína Tau hiperfosforilada. Esta proteína está asociada a 

los microtúbulos neuronales y se encuentra en abundancia en los axones de las 

neuronas. (41,42). 

 

Si bien es cierto que el péptido Aβ se encuentra fisiológicamente en el cerebro, 

es en condiciones patológicas cuando se autoagrega, formando diferentes especies 
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que van desde pequeños oligómeros hasta fibras, lo que finalmente se traduce en la 

formación de los agregados tóxicos mencionados anteriormente. Esta tendencia a la 

agregación se produce por el cambio en la conformación de Aβ, normalmente soluble, 

en estructuras ricas en lámina β (43). Se ha postulado que el efecto tóxico de estas 

fibras amiloides es consecuencia de un notable aumento en la interacción del péptido 

Aβ con proteínas neuronales de membrana y del daño oxidativo, además de la 

peroxidación de lípidos en membranas celulares, inflamación y el aumento en la 

excitotoxicidad glutamaérgica, consecuencia de una variedad de mecanismos 

secundarios (44). Son estos procesos los que en definitiva podrían ser responsables de 

la pérdida neuronal y muerte en la EA (45). Las estrategias neuroprotectivas apuntan 

entonces, en su mayoría, a reducir el daño celular asociado con la generación y 

agregación del péptido Aβ (46).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Esquema representativo de la formación de 

placas amiloides. 
 

Aβ posee la región 17LVFF20 que actúa como núcleo hidrofóbico, a partir del 

cual se produce la autoagregación; es así como una sustitución de aminoácidos en 

esta región, produce enormes cambios en la conformación del péptido y su habilidad 

para formar fibras amiloides (47). Esta zona se ha convertido en el punto clave para el 

diseño de péptidos disruptores de láminas β, los cuales son capaces de inhibir y 

revertir el mal plegamiento de esta proteína, mediante el reconocimiento de esta 

secuencia hidrofóbica (43). Entre los disruptores de láminas β que se han diseñado, se 



 10 

encuentra el péptido LPFFDNH2 (INH), el cual presenta una alta selectividad por los 

agregados tóxicos de Aβ; este disruptor conserva en su estructura los aminoácidos 

claves para el reconocimiento y anclaje a Aβ (leucina y fenilalanina), la incorporación 

de la prolina en su estructura le confiere la capacidad de actuar como agente disruptor 

de láminas β, evitando no sólo la agregación de Aβ, si no que también su posible 

autoagregación y por último, el ácido aspártico contribuye a mejorar la solubilidad del 

péptido. Este péptido además de poseer un pequeño tamaño, es capaz de atravesar la 

barrera hematoencefálica y en este sentido, es importante destacar que INH posee la 

capacidad de desagregar las placas amiloides in vivo, aunque para ello se deben 

utilizar dosis muy elevadas que llevan, en los pacientes, a efectos adversos 

importantes (47). 

 

De esta manera, considerando las propiedades que ofrece el péptido INH, 

sumado al efecto que produce un CMO sobre NPs metálicas, permitiría el desarrollo de 

conjugados péptido-NPs con capacidad de atravesar barreras biológicas y alcanzar 

específicamente el blanco de interés, en este caso los agregados de Aβ. Estudios 

preliminares  llevados a cabo en nuestro laboratorio evidenciaron que los conjugados 

de AuNPs con el péptido INH atraviesan la barrera hematoencefálica in vivo (48). En 

este caso, los conjugados potencialmente podrían interactuar y desagregar los 

depósitos tóxicos de Aβ, junto con impedir la formación nuevos agregados, realizando 

una especie de cirugía molecular, en donde la selectividad del conjugado hacia Aβ la 

otorga el péptido INH y la capacidad de absorber energía y disiparla localmente, la 

otorga las NPs mediante la aplicación del CMO (49). 

 

 

1.5 Obtención de conjugados peptídicos de NPs con potencial aplicación 

terapéutica en el cáncer:  

 
En la última década se ha visto un crecimiento exponencial en el desarrollo de 

péptidos para diagnóstico y aplicación terapéutica, particularmente en enfermedades 

cancerígenas (50). El cáncer se caracteriza por ser una enfermedad altamente 

heterogénea, es decir, posee grandes diferencias moleculares en la expresión y 
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distribución de marcadores celulares sobre la superficie de diferentes tumores (51). El 

objetivo último de la terapia anticancerígena es la eliminación completa de toda célula 

cancerosa mediante métodos quirúrgicos, radioterápicos y farmacológicos, sin 

embargo las células del tumor, al poseer distintas características bioquímicas, 

morfológicas e inmunológicas, presentan diferencias de sensibilidad frente a la acción 

de los fármacos citotóxicos, los cuales debido a la baja especificidad que poseen 

ocasionan en su mayoría abundantes, frecuentes y graves efectos nocivos sobre otros 

órganos y tejidos que se encuentran en condiciones normales (52). Para prevenir los 

efectos adversos causados por el uso de terapias anticancerígenas citotóxicas y de 

paso mejorar su efectividad, se necesita por un lado dirigir la terapia directamente a las 

células malignas, sin afectar a las sanas y además perfilar en cada paciente los 

blancos celulares específicos del tumor a tratar antes de comenzar el tratamiento 

farmacológico. Es aquí donde entra en juego el diseño y desarrollo de péptidos con 

actividad específica para terapias anticancerígenas (51-53). 

 

Los receptores para hormonas peptídicas en células tumorales, sirven como 

dianas terapéuticas para ciertos ligandos peptídicos, los cuales además pueden ser 

unidos a varios agentes citotóxicos actuando así como vectores de los mismos. Se han 

sintetizado péptidos análogos de la hormona liberadora de gonadotropinas, 

somatostatina y de bombesina como potenciales agentes anticancerígenos, los cuales 

han sido dirigidos a ciertos tumores como por ejemplo los de tipo neuroendocrino y 

gástrico (54). Por otro lado, están los péptidos liberadores de gastrina (PLG), los cuales 

contienen 27 aminoácidos y están ampliamente distribuidos en el pulmón y el tracto 

gastrointestinal, son producidos principalmente en el cáncer prostático, pancreático y 

de mama, donde funcionan como factores de crecimiento, activando múltiples vías de 

transducción de señales, las cuales actúan de modo sinérgico y combinatorio para 

transmitir la señal mitógena al núcleo y así promover la proliferación celular (55). El 

descubrimiento de que bombesina, péptido de 14 aminoácidos aislado originalmente 

de la piel de una rana o PLG, pueden funcionar como un factor de crecimiento 

autocrino en varios tumores, ha estimulado el desarrollo de antagonistas 

bombesina/PLG, así como también la aplicación de análogos de bombesina radio-

marcados para la detección de tumores, principalmente de próstata (50). 
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De la misma manera, la vía Ras/Raf/MEK/ERK (Figura 6) es otro blanco 

importante para dirigir agentes terapéuticos anticancerígenos (56). Esta vía, es una 

cascada de reacciones acopladas, que van desde los receptores de superficie de 

membrana hasta la transcripción de factores que regulan la expresión génica. También 

regula la actividad de muchas proteínas envueltas en la apoptosis, ya que es capaz de 

causar profundos efectos sobre moléculas regulatorias apoptóticas, a través de 

fosforilaciones post transduccionales. La familia Raf tiene tres miembros, Raf-A, Raf-1 

y Raf-B, los cuales son activados a través de su interacción con la proteína Ras, en el 

cáncer existe una activación anormal de esta vía, debido a mutaciones que van desde 

los receptores de membrana, incluyendo Ras y Raf-B hasta genes de otras rutas 

asociadas (57,58). 

  

 

 

 

 
Figura 6. Esquema representativo de la cascada Ras/Raf/MEK/ERK 

 

 

En este sentido, estudios recientes se ha demostrado que Raf-1 puede 

fisiológica y funcionalmente interactuar con Rb, la proteína supresora de tumor de 

retinoblastoma, mediante la fosforilación de Rb por Raf-1, contribuyendo de esta 

manera a su inactivación y por ende facilitando la proliferación celular. Esta interacción 

entre Rb y Raf-1, es probablemente uno de los mecanismos mediante el cual señales 

mitógenas recibidas en receptores extracelulares se contacten con la maquinaria de 

ciclo celular en el núcleo. A raíz de estos antecedentes, se diseñó un péptido de 9 
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aminoácidos, formado por los residuos 10-18 de la proteína Raf-1, el cual es capaz de 

inhibir significativamente la fosforilación de Rb, sin afectar otras proteínas de la vía 

antes mencionada, lo que se traduce en una disminución en el crecimiento tumoral y 

angiogénesis in vivo, demostrando que este péptido al ser capaz de interrumpir la 

interacción Rb-Raf-1 tiene un potencial valor terapéutico en el tratamiento de 

desórdenes proliferativos (59).  

 

 A raíz de estos antecedentes, bombesina, el péptido derivado de Raf-1 y sus 

análogos, se convierten en atractivos candidatos para ser conjugados a las NPs 

metálicas, tanto de oro como de óxido de hierro, ya que posiblemente sean capaces de 

reconocer dianas específicas y efectivamente dirigir a las NPs a ciertos tumores 

cancerígenos.  

 

 

1.6 Caracterización de conjugados péptido-NPs 

 

 El principal objetivo que deben poseer las técnicas a utilizar para llevar a cabo 

la caracterización de los conjugados péptido-NPs, es sin duda, demostrar que el 

péptido se encuentra unido a la NP metálica. Dentro de las principales metodologías 

que se utilizan para realizar esta tarea se encuentran: 

 

a. Electroforesis en gel de agarosa, en la cual partículas cargadas migran en una 

matriz porosa (gel) bajo un determinado campo eléctrico, donde la movilidad de 

las partículas depende de su carga y tamaño (60). En base a esto, la 

electroforesis permite observar el cambio en la movilidad electroforética de las 

AuNPs, con respecto a las AuNPs recubiertas con péptido (49). 

 

b. Espectrofotometría UV-visible, que además de determinar la concentración y 

homogeneidad de tamaño, en el caso de los conjugados péptido-AuNPs, 

permite observar un desplazamiento del lambda máximo, el cual podría 

atribuirse a una modificación en el plasmón superficial de la partícula, indicando 

que la misma se encuentra recubierta por el péptido (18, 24). 



 14 

 

c. Imágenes de tinción negativa y observación por MET, mediante las cuales se 

puede visualizar la presencia de péptido sobre la AuNP, en este caso se realiza 

una tinción del péptido unido a la NP con acetato de uranilo y se observa por 

MET (61). 

 

d. Fotoespectroscopía de rayos X (FEX), la cual permite realizar un análisis 

químico de la superficie de la AuNP y por ende determinar el estado químico y 

electrónico de los elementos que existen en su superficie. En este caso la 

presencia de azufre indicaría que el péptido se encuentra efectivamente unido a 

la AuNP. 

 

e. Estimación del grado de recubrimiento peptídico de las AuNPs, en donde luego 

de la conjugación se toman dos muestras del mismo lote de síntesis, a una 

fracción se le estima la concentración de NPs presentes en la muestra, 

mientras que a la otra se le determina la cantidad de péptido conjugado a las 

NPs. La estimación de la concentración de AuNPs se obtiene directamente a 

través del valor de absorbancia, el cual se correlaciona con la absortividad 

molar (62). La cuantificación del péptido unido a la NP se realiza mediante un 

análisis de aminoácidos (AA), procedimiento que se utiliza principalmente para 

determinar la composición y cantidad de aminoácidos del péptido utilizado en la 

conjugación y por ende el unido a la NP metálica. Este método se basa 

principalmente en la hidrólisis de la secuencia peptídica con HCl 6N, previa 

liofilización del conjugado, lo que permite la obtención de las unidades 

aminoacídicas. Luego se realiza una derivatización de estas unidades con 6-

aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil-carbamato, para su posterior análisis por 

CLAE. 

 

f. Espectroscopía de absorción atómica, mediante la cual se determina la 

cantidad de hierro presente en las NPs de γ-Fe2O3 y por ende el número de 

NPs presentes en las muestras a estudiar. 
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g. Estimación de la eficiencia de la conjugación del péptido unido a la NP, para lo 

cual se determina el porcentaje de péptido no conjugado a la NP mediante 

CLAE (63) 

 

 

1.7 Toxicidad de NPs metálicas  

 

El gran avance de la nanotecnología en estos últimos años, trajo consigo un 

aumento en la utilización de nanomateriales en una amplia variedad de aplicaciones, 

como en las descritas en el campo de la biomedicina (64). Las NPs, caracterizadas por 

su pequeño tamaño y gran área superficial, poseen características físicas y químicas 

particulares, las cuales podrían repercutir en la toxicidad de las mismas sobre los seres 

vivos, tanto a nivel de salud humana como medioambiental (65). Por otro lado, desde 

un punto de vista farmacológico y toxicológico, varias son las interrogantes por 

responder, como por ejemplo cómo es su distribución, metabolismo y excreción (66). 

 

El grado de toxicidad de las NPs metálicas podría ser un inconveniente para su 

posterior uso en el campo de la biomedicina. Para solucionar dichos inconvenientes es 

que las NPs se pueden biocompatibilizar conjugándolas a péptidos, logrando así, que 

su toxicidad disminuya (67). 

 

1.7.1 Toxicidad de AuNPs 

    

Sandhu y cols. reportaron que AuNPs poseen toxicidad a elevadas dosis en 

cultivos de células mamarias (Cos-1) (68). Estudios recientes evidenciaron que AuNPs 

recubiertas con especies catiónicas, tienen una toxicidad moderada, mientras que las 

recubiertas con especies aniónicas, como podría ser un péptido cargado 

negativamente, presentan un bajo grado de toxicidad  frente a cultivos bacterianos de 

E.coli, glóbulos rojos y/o células mamarias siendo, posiblemente, esta toxicidad dosis-

dependiente mediada por características electroestáticas de las AuNPs (69). De esta 

manera y con el fin de determinar los posibles efectos tóxicos de las AuNPs y sus 
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conjugados, es necesario  realizar ensayos de citotoxicidad in vitro, empleando para 

ello cultivos de la línea celular de neuroblastoma SHSY5Y. 

 

Uno de los ensayos comúnmente utilizados para evaluar la citotoxicidad 

inducida por un factor externo a las células, es el basado en la reducción de sales de 

tetrazolio en un compuesto llamado formazán, reacción llevada a cabo sólo por células 

viables (Figura 7). De aquí se desprende que la cantidad de formazán producido está 

directamente relacionado con el número de células metabólicamente activas, mientras 

que las células dañadas, inevitablemente perderán su capacidad de mantener y 

proporcionar la energía necesaria para su correcto funcionamiento, siendo incapaces 

de reducir estas sales de tetrazolio (70,71). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Estructura molecular y reducción a formazán de la sal 
monosódica (2-(4-Iodofenil)- 3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolio  y su correspondiente producto de reacción vía NADH.  

 
 

1.7.2 Toxicidad de NPs de γγγγ-Fe2O3  

 

Históricamente, el uso de NPs de γ-Fe2O3 en el área clínica evidencia que 

dichas NPs ha sido bien tolerado, sin embargo los efectos directos que provocan las 

NPs sobre la función celular a diferentes concentraciones aún permanece en estudio. 

Es así como se. han investigado los efectos de NPs magnéticas funcionalizadas con 
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diferentes ligandos de superficie, demostrando que el nivel de exposición de las NPs a 

las células, así como también el ligando utilizado, determinan directamente su efecto 

sobre la morfología celular (72). A la luz de estos antecedentes, es de vital importancia 

determinar el grado de toxicidad que poseen las NPs de γ-Fe2O3 así como la de sus 

correspondientes conjugados peptídicos, mediante la realización de estudios de 

toxicidad in vitro en la línea celular de neuroblastoma SHSY5Y y en la línea celular 

HeLa derivada del cáncer cervical, mediante el ensayo de citotoxicidad basado en la 

reducción de sales de tetrazolio. 

 

 

1.8 Estrategias para dirigir NPs a diferentes blancos terapéuticos 

 

1.8.1 Reconocimiento de los agregados de Aβ involucrados en la EA.  

 

Las llamadas enfermedades conformacionales, dentro de las cuales 

encontramos la EA, se caracterizan principalmente por el mal plegamiento de proteínas 

a causa de cambios en su estructura secundaria y/o terciaria. Este cambio 

conformacional puede originar un efecto tóxico directo o simplemente bloquear la 

función de la proteína en su condición fisiológica (73). El péptido LPFFDNH 2 diseñado 

por Soto y col. apunta a la región 17-20 (LVFF) del péptido Aβ (Figura 8), como zona 

de reconocimiento para este disruptor de láminas β (47). Es importante destacar que a 

este péptido se le adiciona un residuo Asp en su extremo C-terminal para incrementar 

su solubilidad. En nuestro caso es de vital importancia evaluar si el péptido INH una 

vez unido a la AuNP (INH-AuNP) mantiene la capacidad de reconocer a las fibras 

amiloides, para lo cual es necesario evaluar el grado de interacción que presenta este 

conjugado frente a las fibras, además de evaluar el comportamiento de los conjugados 

de AuNPs con sus isómeros i1 e i2, para determinar si esta interacción es secuencia 

dependiente.  

 

Es así como la interacción entre los conjugados péptidos-AuNPs y los 

agregados Aβ, se evalúa mediante imágenes de MET (24) y por la determinación 

cuantitativa de las AuNPs que son capaces de interaccionar con las fibras amiloides. 



 18 

La evaluación de esta interacción requiere de la elaboración de fibras amiloides a partir 

de las especies monoméricas de Aβ utilizando para ello existen protocolos bien 

establecidos, como el de Zagorsky y col. (74). Este protocolo contempla el tratamiento 

de Aβ con sustancias tales como  ácido trifluoroacético y hexafluoroisopropanol que no 

afectan su estructura primaria, dando lugar a la formación de monómeros. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Secuencia de Aβ. En verde se representan los aminoácidos hidrofóbicos que forman parte del 
núcleo de agregación. En rojo se muestra la secuencia del péptido INH que presenta afinidad por los 
agregados tóxicos de Aβ. 
 

En esta Memoria de Título se obtendrán conjugados de NPs metálicas (AuNPs 

y NPs de γ-Fe2O3) con los péptidos INH y dos de sus isómeros (i1 e i2), los cuales son 

capaces de reconocer el péptido Aβ (21). De la misma manera se evaluará tanto la 

citotoxicidad de dichos conjugados frente a la línea celular de neuroblastoma SHSY5Y, 

así como también si los péptidos al estar conjugados a las NPs, mantienen la 

capacidad de reconocer los agregados de Aβ. Es importante destacar que en caso de 

utilizar estos conjugados en una potencial terapia frente a la EA los conjugados deben 

dirigirse al sistema nervioso central, por lo cual será necesario evaluar la 

neurotoxicidad que los mismos presentan. Por tal motivo emplear un cultivo celular de 

neuroblastoma es apropiado para estos fines. 

 

De esta manera, la obtención de los conjugados péptido-AuNP, se basa 

principalmente en reacciones descritas donde los grupos tiólicos interaccionan 

espontánea y rápidamente con superficies de oro (75). De acuerdo con este 

conocimiento, es que el proceso de conjugación se llevará a cabo modificando el 

péptido INH  mediante la adición de una cisteína en la posición N-terminal, originando 

la secuencia CLPFFDNH2 (cys-INH), la cual permite la interacción directa de la AuNP 
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con el péptido (23,24). De la misma manera se modificarán los péptidos isómeros 

originando CDLPFFNH2 (cys-i1) y CLPDFFNH2 (cys-i2). En el caso de las NPs de γ-

Fe2O3, la obtención de los conjugados se realiza mediante la reacción entre los grupos 

carboxilos que se encuentran en la superficie de la NP y N-hidroxisuccinimida, 

originando así un éster activado, el cual es capaz de reaccionar con los grupos amino 

de los residuos amino libres correspondientes a los residuos N-terminales que 

contienen los péptidos INH, i1 e i2. (76). 

 

1.8.2 Reconocimiento de células tumorales.  

 

Uno de los objetivos en la obtención de péptidos conjugados a NP es dirigir las 

mismas al blanco terapéutico que en cáncer son las células tumorales. En la presente 

Memoria se conjugan las NPs a péptidos anticancerígenos que per se presentan efecto 

citotóxico pero que lo podrían perder al conjugarse a las NP. En cuyo caso el agente 

antitumoral actuaría como un vector, pero si el mismo no pierde sus propiedades 

antitumorales se tendría en el conjugado un efecto dual, es decir citotóxico y 

paralelamente de direccionalidad de la NP. Aunque el péptido sirva solamente como un 

vector de la NP, es necesario evaluar el potencial tóxico que presentan los conjugados 

péptido-NPs.  

 

En esta Memoria de Título se obtendrán péptidos derivados de bombesina, con 

el fin de conjugarlos paralelamente a AuNPs y NPs de γ-Fe2O3 y evaluar el efecto 

citotóxico sobre la línea tumoral HeLa proveniente de cáncer cervical. Para el caso de 

los péptidos derivados de bombesina (BN) y el péptido Raf-1 (RAF), la obtención de los 

conjugados con AuNPs se llevará a cabo modificando ambas secuencias y 

adicionando el aminoácido cisteína, obteniendo los péptidos cys-BN (Ac-C-ácido 

caproíco-QWAVGHLMNH2) y cys-RAF (Ac-GISNGFGFKKACNH2) (Figura 9). Además 

de adicionar la cisteína, las secuencias fueron levemente modificadas, debido a que en 

estos casos las lisinas no son necesarias para la conjugación con las AuNPs, 

conservando solamente la lisina perteneciente al Raf-1 original, en el caso del péptido 

RAF.  
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Figura 9. Secuencias peptídicas correspondientes a los péptidos cys-BN (A) y cys RAF (B). 

 

 

Por otra parte, para la conjugación del péptido BN (Ac-QWAVGHLM-ácido 

capróico-KKKNH2) con NPs de γ-Fe2O3 se adicionarán tres residuos de lisina (K) en los 

extremos C terminales, que tienen como finalidad dirigir la conjugación de las NPs en 

esa dirección, es decir, la NP se unirá a los péptidos mediante la interacción con los 

grupos aminos presentes en esos aminoácidos, a través de la formación del éster 

activado. Asimismo la incorporación de Lys en una secuencia peptídica contribuye a 

mejorar la penetración de los péptidos en las células (77). El ácido capróico presente 

en BN actuaría como sitio de corte enzimático, en caso de que la NP unida al péptido 

efectivamente ingresara a la célula, dejando libres por un lado el péptido intacto y por 

otro a la NP de γ-Fe2O3.  

 

Por otro lado, en el caso de RAF (Ac-GISNGFGFKKKNH2), derivado del Raf-1 

que naturalmente posee una lisina en su extremo C-terminal, el adicionar lisinas extras 

favorece que la unión con la NP se efectúe sobre ellas y afecte lo menos posible la 

lisina perteneciente a su secuencia original. (Figura 10) 
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Figura 10. Secuencias peptídicas correspondientes a los péptidos BN (A) y RAF (B). 
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HIPÓTESIS 

 

Los péptidos cargados negativamente a pHs fisiológicos INH, i1 e i2 conjugados 

a las NPs metálicas actúan disminuyendo la toxicidad de las NPs y aunque estén 

conjugados a NPs son capaces de reconocer los agregados tóxicos de Aβ.  

 

Los péptidos RAF y BN mantienen sus propiedades citotóxicas al estar 

conjugados a NPs de γ-Fe2O3 

 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivos generales 

 

Obtener conjugados de NPs metálicas magnéticas y no magnéticas con los 

péptidos capaces de reconocer los agregados tóxicos de la proteína amiloide Aβ y de 

disminuir la toxicidad de las NPs por un efecto biocompatibilizador de los péptidos 

conjugados que presentan una carga negativa a pHs cercanos a los fisiológicos. 

 

Obtener conjugados de NPs de γ-Fe2O3  con los péptidos BN y RAF, con el fin 

de evaluar su efecto citotóxico. 

 

 

Objetivos específicos 

 

a. Obtener y caracterizar AuNPs de aproximadamente 12 nm. 

b. Obtener y caracterizar NPs de γ-Fe2O3.  

c. Sintetizar péptidos con capacidad de reconocer los agregados tóxicos de Aβ. 

d. Conjugar las NPs a péptidos capaces de reconocer agregados de Aβ y evaluar su 

toxicidad. 

e. Determinar si existe interacción de los conjugados con los agregados tóxicos de 

Aβ. 
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f. Sintetizar análogos de los péptidos antitumorales BN y RAF, con grupos 

funcionales que permitan la conjugación a AuNPs y NPs de γ-Fe2O3. 

g. Obtener conjugados de NPs metálicas con péptidos antitumorales para dirigirlos a 

células tumorales. 

h. Evaluar la toxicidad de los conjugados NPs de γ-Fe2O3 frente a líneas celulares. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

2.1 Reactivos 

  

Acetonitrilo: Merck, pureza 99,9%, PM 41,05 

Agarosa: Sigma Aldrich, Cat. 6B100 

Antibiótico estreptomicina-penicilina: GIBCO, Cat. 15140-122 

Acido clorhídrico (HCl): Merck, pro análisis, PM 36,46 

Acido metacrílico monómero: Aldrich, pureza 99%, PM 86,09 

Acido trifluoroacético (TFA): Aldrich, pureza 99%, PM 114,02 

Anhídrido acético: Merck, pro análisis, PM 102,09 

6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilcarbamato: AccQ-Fluor, Kit Waters, WAT 

52880 

7-Aza- 1- hidroxibenzotiazol (HOAt): Medalchemy S.L, PM 136,14 

Benzotriazol-1-yl-N-oxi-tris(pirrolidino)fosfonio hexafluorofosfato (PyBOP): Iris 

Biotech GmbH, PM 520,30 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3): Winkler, PM 84,01 

Citrato de sodio dihidratado: Fluka, pureza 99,5%, PM 294,00 

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl2 × 2H2O): Merck, 95% pureza, PM 110,99 

Diclorometano (CH2Cl2): Merck, grado laboratorio, PM 84,93 

Diisopropiletilamina (DIEA): Aldrich, pureza 99%, PM 129,25 

Diisopropilcarbodiimida (DIPCDI): Aldrich, pureza 99%, PM 126,20 

Dimetilformamida (DMF): Merck, pro análisis, PM 73,00 

Dodecilsulfato de sodio (SDS): Sigma, ≥ 98,5% pureza, PM 288,38 

Eluente cromatográfico A: Kit Waters, WAT 52880 

Hidróxido de sodio (NaOH): Merck, pureza 99%, PM 40,00 

Medio de Dulbecco Eagle medificado (DMEM): Sigma, Cat. D1152 

MES buffer: Aldrich, pureza ≥ 99%, PM 195,20 

N-hidroxisuccinimida: Aldrich, pureza 98%, PM 115,09 

N-(3-dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida : Sigma, pureza 99%, PM 191,70 

Peroxodisulfato de potasio (K2S2O8): Aldrich, pureza 98 %, PM 270,32 
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Resina 4-benziloxi-2’,4’-dimetoxibenzidrilamina (MBHA AM Fmoc Rink amida): Iris 

Biotech GmbH, sustitución 0,72 mmoles/g de resina 

Sal tetracloroaúrica monohidratada (HAuCl4 × H2O): Aldrich, pureza 99,9%, PM 

339,79 

Sal cloruro de hierro (II) tetrahidratada (FeCl2 x 4H2O): Aldrich, pureza 99 %, PM 

198,81 

Sal cloruro de hierro (III) (FeCl3): Aldrich, pureza 98 %, PM 162,21 

Tampón fosfato salino (tableta): Sigma, Cat. P-4417 

Tampón TAE 50X: Tampón Tris Base 2M, Ácido Acético Glacial (ajuste pH 8,3) y 

EDTA 0,05 M 

Tripsina: GIBCO Invitrogen, Cat. 15400-054 

 

2.2 Materiales 

 

� Concentrador de partículas magnético: Dynal MPC-50, Dynal Biotech 

� Filtros hidrofílicos de 0,45 µM Millipore Millex-HV 

� Filtros no pirogénicos de 0,22 µm: Schleicher & Schuell 

� Membrana de diálisis: Spectra/por MWCO 6-8,000 

� Papel filtro Nº 1: Whatman, 55 nm, Cat. 1001055 

 

2.3 Equipos 

 

� Agitador Heidolph DSG 304 

� Cámara y placa de electroforesis Bio-RAD 

� Campana de seguridad biológica Nuaire UN-425-400E 

� Centrífuga Eppendorf AG 5415 D 

� Centrífuga Hettich Rotofix 32 

� Centrífuga Varifuge 3.0 Heraeus Sepatech 

� Espectrofotómetro ATI UNICAM UV3 

� Estufa Nuaire US con sistema de filtración HEPA y autoflujo de CO2 

� Lector ELISA Bio-RAD 550 

� Liofilizador VIRTIS 12EL 
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� Microscopio Electrónico de Transmisión Zeiss EM 109  

� Microscopio Electrónico de Transmisión con cañón de emisión por efecto 

campo, modelo Jeol 2010F 

� Peachímetro WTW Microprocessor pH Meter 

� Sistema cromatográfico: Bomba WatersTM 600 Controller Millipore Model Code 

6CE, detector con arreglo de fotodiodos  WatersTM 996, columna cromatográfica 

Kromasil 100-5C-18 (4,6 mm×150 mm), precolumna C18 µBondapak (30 

mm×4,6 mm), inyector Rheodyne de 20 µL, horno columna WatersTM 600, 

computador Pentium II con programa de adquisición y tratamiento de datos 

MILLENIUM versión 3.05 

� Microflex MALDI-TOF, Bruker Daltonics, Inc., MA-USA 

� Sonicador Ultrasons P-Selecta 

� Vortex Eurolab MelB1719 

 

 

2.4 Síntesis y caracterización de AuNPs 

 

Síntesis de AuNPs: Para la obtención de AuNPs de tamaños cercanos a 10 

nm, se siguió el protocolo desarrollado por Turkevich y col. (22) y Levy y col. (23). El 

material utilizado en las diferentes síntesis fue dejado en Extrán al 2% durante una 

noche, al día siguiente se enjuagó con agua y posteriormente se lavó con agua regia, 

finalizando con un último enjuague en agua. Todas las soluciones que se prepararon y 

los lavados de material se realizaron con agua Milli-Q (18.2 MΩ cm). 

 

Método de Turkevich: Se prepararon 106 mL de una solución acuosa 2.2 mM 

de citrato de sodio dihidratado, para lo cual se pesaron 68,5 mg de este reactivo. Esta 

solución se colocó en un balón de tres cuellos de 250 mL, se conectó un condensador 

de reflujo en el cuello principal y un septum en cada uno de sus cuellos laterales,  todo 

este sistema se depositó sobre un manto de calefacción de aluminio con agitador 

magnético incorporado, para obtener una mezcla continua. Por otro lado, se preparó 1 

mL de una solución 24,3 mM de HAuCl4  hidratado pesando 8,0 mg de esta sustancia. 
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La solución de citrato fue llevada a ebullición y una vez alcanzado el reflujo, se añadió 

gota a gota, pero rápidamente el mL de la solución 24,3 mM de HAuCl4  preparada con 

anterioridad a través de uno de los cuellos laterales del balón. Después de 

transcurridos aproximadamente 8 minutos, la solución alcanzó un color rojo 

característico indicativo de la formación de las AuNPs, con lo cual se retiró el balón del 

calor y se esperó a que la solución alcanzara la temperatura ambiente, para luego 

almacenarla a 4 ºC. 

 

Método de Levy: Se prepararon 100 mL de una solución acuosa 1mM de  

HAuCl4, para lo cual se pesaron 33,9 mg de este reactivo. Esta solución se colocó en 

un balón de tres cuellos de 250 mL, sobre su cuello central se conectó un sistema de 

reflujo y un septum en cada cuello lateral, el balón se dejó sobre un manto de 

calefacción con agitador magnético incorporado para lograr una mezcla continua y fue 

llevado a ebullición. Por otro lado se prepararon 10 mL de una solución acuosa 38,8 

mM de citrato de sodio dihidratado, para lo cual se pesaron 114,1 mg de este reactivo y 

una vez preparada fue calentada en microondas hasta alcanzar los 60ºC. Una vez 

alcanzado el reflujo de la solución de HAuCl4 contenida en el balón, se esperó 8 

minutos, tiempo después del cual la tibia solución de citrato de sodio, preparada 

anteriormente, fue agregada rápidamente por uno de los cuellos laterales del balón. De 

inmediato apareció un color negro intenso, el cual transcurrido 3 minutos pasó a un 

color rojo borgoña intenso, indicativo de la formación de las AuNPs. Se dejó el sistema 

a reflujo por 30 minutos más y una vez terminado se dejó enfriar el balón a temperatura 

ambiente, se filtró la solución mediante un filtro de 0,45 µm y las AuNPs obtenidas se 

almacenaron a 4 ºC. 

 

 Caracterización de AuNPs: Las AuNPs sintetizadas mediante los diferentes 

métodos, fueron caracterizadas por espectrofotometría UV-Visible y MET (18,24). Las 

mediciones realizadas en el espectrofotómetro UV-visible se llevaron a cabo en 

cubetas plásticas de 1 cm de longitud. Se realizaron barridos entre longitudes de onda 

de 400 y 700 nm buscando lambdas de absorción característicos para AuNPs. Como 

blanco se utilizó una solución 1,2 mM de citrato de sodio dihidratado. Todas las 

mediciones en el espectrofotómetro se realizaron de la misma manera y bajo las 
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mismas condiciones de trabajo. La caracterización por MET se llevó a cabo en un 

microscopio electrónico de transmisión Zeiss utilizando rejillas de cobre recubiertas con 

formvard. Las rejillas para este experimento se prepararon sobre una placa de Petri 

recubierta con papel Whatman Nº1. Sobre la placa y utilizando una pinza metálica, se 

ubicó la rejilla y sobre ella se añadieron 20 µL de la muestra de AuNPs, esto con el fin 

de obtener microfotografías y por ende las dimensiones y la distribución de tamaño de 

las partículas, empleando para lo último el programa computacional Image J. Se realizó 

la medida de 200 NPs obtenidas desde diferentes zonas de la rejilla. 

 

 

2.5 Síntesis y caracterización de NPs γγγγ-Fe2O3 

 

Síntesis de NPs de γγγγ-Fe2O3: Fueron sintetizadas según el método descrito por 

Yu y col. (31) El material utilizado en la síntesis fue dejado en Extrán al 2% durante una 

noche, se enjuagó con agua Milli-Q y posteriormente se lavó con agua regia, 

finalizando el proceso con un último enjuague de agua Milli-Q. Para eliminar el oxígeno 

presente en las soluciones, estas fueron burbujeadas con argón por cinco minutos 

antes de comenzar las correspondientes reacciones. 

 

Se prepararon 50 mL de una solución de NaOH 1 M, pesándose 2 g de esta 

sustancia que se disolvieron en agua Milli-Q. La solución fue depositada dentro de un 

balón de tres cuellos de 100 mL, provisto de un equipo de agitación magnética 

continua, sobre el cuello central del balón se conectó una ampolla de retorno la cual 

contenía una solución de iones férrico y ferroso, cuyas concentraciones se 

encontraban en una relación molar de 0,5. Para lograr esta relación se pesaron 1,625 g 

de FeCl3 y 1 g de FeCl2 x 4H2O y se disolvieron en 30 mL de HCl 0,02 N, este último se 

obtuvo mezclando 6 mL de HCl 1 M  con 24 mL de agua Milli-Q. Para obtener la 

atmósfera inerte de argón, los cuellos laterales del balón fueron sellados con un 

septum, en uno de ellos se colocó una aguja lo suficientemente larga  como para llegar 

al fondo de la solución, a través de la cual se burbujeó el argón hasta finalizar la 

reacción, mientras que en el otro septum se dispusieron dos agujas pequeñas para la 

salida del gas. Una vez armado el sistema, la solución contenida en la ampolla de 
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retorno fue agregada gota a gota sobre el NaOH 1 M que se encontraba dentro del 

balón bajo agitación continua. Ocurrido esto, la solución de NaOH alcanzó un color 

negro producto de la formación de las NPs. Después de haber agregado por completo 

la solución de iones de hierro, la reacción se dejó agitando por 30 minutos a 

temperatura ambiente. La solución coloidal obtenida fue centrifugada a 5000 rpm y el 

sobrenadante fue removido por decantación. El precipitado se resuspendió en 250 mL 

de agua Milli-Q, se depositó en un matraz y se almacenó a 4ºC. 

 

Posteriormente, se midieron 45 mL de la solución de NPs de hierro obtenidas y 

se pesaron 1,15 g de SDS, los cuales fueron agregados a 200 mL de agua Milli-Q en 

un balón de tres cuellos de 250 mL, el cual se depositó en un manto de calefacción de 

aluminio equipado con un sistema de agitación magnética para lograr una mezcla 

continua. Sobre el cuello central del balón se conectó un sistema de reflujo, en cuyo 

extremo terminal se ubicó una trampa anhidra, confeccionada con cloruro de calcio. El 

sistema de atmósfera de argón se preparó de la misma forma explicada anteriormente. 

La reacción fue llevada hasta los 70 ºC y en este punto se añadieron 960 µL de ácido 

metacrílico por una de las agujas de salida del sistema. Transcurridos 45 minutos, 1,98 

g de K2S2O8 fueron agregados a la reacción por la parte superior del condensador de 

reflujo y arrastrados con una pequeña cantidad de agua Milli-Q. Se continuó agitando 

por 2 horas manteniendo los 70 ºC de temperatura. Una vez cumplido el tiempo de 

reacción, la solución alcanzó un color café oscuro y se dejó  enfriar a temperatura 

ambiente.  

 

Para remover el polimetaacrilato no unido a las partículas coloidales, los 

excesos de reactivos y los subproductos de la reacción, las NPs fueron lavadas 

utilizando un concentrador de partículas magnéticas, este concentrador fue capaz de 

retener a las partículas en su imán y en cada separación el sobrenadante era eliminado 

por decantación, luego las NPs eran disueltas nuevamente en agua Milli-Q. Este 

proceso se repitió cinco veces y una vez finalizado, se almacenaron a 4 ºC. 
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Figura 11. (A) Lavado de NPs de γ-Fe2O3  a t=0 minutos. (B) Lavado de NPs de γ-Fe2O3  a t =15 minutos 
en donde se puede observar el efecto del extractor de partículas magnéticas. Las NPs se encuentran 
adheridas al imán dejando en el sobrenadante las impurezas de la reacción como lo indica la flecha. 

 

Caracterización de NPs de γγγγ-Fe2O3: Las NPs magnéticas fueron 

caracterizadas por MET, METAR y difracción de  electrones (31). La caracterización 

por MET se llevó a cabo utilizando iguales condiciones e igual procedimiento de 

preparación de muestra que el descrito en la sección 2.4 para el caso de las AuNPs. 

En el caso de la METAR y difracción de electrones, se preparó una rejilla de carbono 

sobre la cual se adicionaron 20 µL de muestra sobre papel Whatman Nº 1.  

 

 

2.6 Síntesis y caracterización de péptidos de interés biológico 

 

Síntesis de péptidos: La elongación del péptido en fase sólida fue llevada a 

cabo en jeringas de polipropileno equipadas con discos porosos de polietileno. Los 

solventes y reactivos solubles fueron removidos por succión. Se utilizó como soporte 

polimérico la resina MBHA AM Fmoc Rink amida, la cual posee un grado de 

funcionalización de 0,72 mmoles/g de resina. Para llevar a cabo la síntesis se pesaron 

300 mg de la resina, los cuales se colocaron dentro de la jeringa de polipropileno. 

Antes de comenzar la síntesis la resina  fue lavada como sigue: DMF (2 veces x 1 min), 

CH2Cl2  (1 vez x 5 min) y nuevamente DMF (1 vez x 5 min) con volúmenes 

aproximados de 5 mL. La remoción del Fmoc se realizó con piperidina-DMF (1:4) (1 

vez x 1 min, 2 veces x 10 min). Los lavados entre desprotección, acoplamientos de 

A B 
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aminoácidos y los subsecuentes pasos de desprotección, se llevaron a cabo con DMF 

(3 veces x 1 min) y CH2Cl2 (3 veces x 1 min), usando 5 mL de solvente cada vez.  

 

Las reacciones de acoplamiento se llevaron a cabo con Fmoc-aminoácido (4 

equivalentes), HOAt (4 equivalentes) y DIPCDI (4 equivalentes), los cuales fueron 

secuencialmente agregados a la resina, dejando la mezcla reaccionar por 90 minutos. 

Una vez evaluada la efectividad del paso de acoplamiento mediante el ensayo de 

ninhidrina, se continuó con la desprotección correspondiente para realizar el siguiente 

acoplamiento o bien se reacopló el aminoácido en cuestión. Para el reacople se utilizó 

Fmoc-aminoácido (8 equivalentes), HOAt (8 equivalentes), PyBOP (8 equivalentes) y 

DIEA (12 equivalentes), los cuales fueron agregados a la resina y se dejaron 

reaccionar por otros 60 minutos. Una vez terminada la elongación del péptido, una 

mezcla de TFA-agua 95% fue agregada sobre la resina y se dejó reaccionar por 1 hora 

para producir la escisión del péptido desde la resina. Luego de evaporar el solvente 

bajo corriente de nitrógeno, fueron realizadas sucesivas precipitaciones con una 

mezcla de ter-butilmetileter/hexano en una relación 1:1. En este proceso el péptido fue 

clivado de la resina y posteriormente resuspendido en una mezcla acetonitrilo-agua 

1:1. Luego de eliminar la resina de la solución mediante filtración, se procedió a 

congelar y liofilizar el producto obtenido. 

 

Caracterización de péptidos: Se pesaron 80 mg del liofilizado obtenido en la 

etapa anterior y se disolvieron en 4 mL de una mezcla acetonitrilo: agua (1:1), 

posteriormente se filtraron y se inyectaron en el CLAE semi-preparativo para ser 

purificados. Luego de la purificación, se midió un volumen de 20 µL de cada péptido 

puro y se inyectó en el CLAE para su caracterización final, mientras que para realizar el 

análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF se utilizó como matriz el ácido 2,5-

dihidrobenzóico (DHB) a una concentración de 10 mg/mL en acetonitrilo/ácido fórmico 

0,1% v/v (1:2) y se mezcló 1 µL del péptido obtenido con 1 µL de la matriz, 

colocándose sobre una placa porta muestra micro scout. Los espectros se obtuvieron 

en un equipo Microflex MALDI-TOF. 
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2.7 Obtención de conjugados péptidos AuNPs con posibles aplicaciones 

terapéuticas en la EA y cáncer:  

 

Para la obtención de los conjugados AuNPs-péptido, se emplearon los 

protocolos descritos para la conjugación de tioles de naturaleza no peptídica (75). Para 

ello, se midió un volumen de 20 mL de AuNPs y se depositaron en un matraz de vidrio 

de 50 mL provisto de un equipo de agitación magnética, posterior a esto el coloide fue 

ajustado a pH 8 con NaOH 0,1 M con el fin de evitar precipitaciones durante la 

conjugación. Paralelamente, se pesó 1 mg del péptido y se disolvió en 1 mL de agua 

Milli-Q. Rápidamente se añadió el mL de péptido al matraz y se dejó agitando a 

temperatura ambiente por 15 minutos. El conjugado AuNP-péptido resultante fue 

sometido a diálisis por tres días, empleando una membrana de diálisis y 2 L de 

solución de citrato de sodio dihidratado 1,2 mM, equivalentes a 705,8 mg del reactivo, 

en la cual se sumergió la membrana. La diálisis se llevó a cabo bajo agitación 

constante a temperatura ambiente, realizando cambios de la solución de citrato cada 

24 horas. 

 

 

2.8 Obtención de conjugados péptidos NPs de γγγγ-Fe2O3 con posibles aplicaciones 

terapéuticas en la EA y cáncer: 

 

La conjugación de las NPs magnéticas a los péptidos siguió el protocolo 

descrito por Quaroni y Chumanov (76) el cual se basa en la activación de ácidos 

carboxílicos. Antes de comenzar la conjugación con los péptidos, las NPs fueron 

sonicadas por 30 minutos y ajustadas a pH 8 con NaOH 1 M con el fin de 

desagregarlas. Se prepararon 100 mL de una solución amortiguadora acuosa MES 0,1 

M, pesando 1,952 g de esta sustancia, luego se ajustó a pH 5,5 con NaOH 1 M. Por 

otro lado, utilizando la solución amortiguadora MES se prepararon 4,1 mL de solución 

de N-hidroxisuccinimida (NHS) 10 mg/mL y 1,8 ml de solución de N-(3-

dimetilaminopropil)-N′-etilcarbodiimida (EDAC) 1 mg/mL. Se tomaron 1,8 mL de MES y 

se colocaron en un matraz de 50 mL, el cual se dispuso sobre un agitador para así 
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lograr una mezcla continua, luego se agregaron 10 mL de γ-Fe2O3 NPs, seguidos de 

4,1 mL de NHS y 1,8 mL de EDAC. La reacción se dejó por 1 hora, con agitación 

vigorosa y a temperatura ambiente, esto con el fin de activar los grupos carboxilos 

presentes en la superficie de la NP. Transcurrido el tiempo, se pesó 1 mg del péptido a 

conjugar y se disolvió en agua Milli-Q, rápidamente fue agregado a las NPs y se dejó el 

sistema en funcionamiento por otra hora. Para eliminar los residuos de los reactivos 

utilizados, se ocupó el concentrador de partículas magnéticas de la misma forma 

explicada anteriormente. Los conjugados péptido- NPs de γ-Fe2O3 quedaron 

resuspendidos finalmente en agua, nuevamente fueron sonicados por treinta minutos y 

ajustados a pH 8 con NaOH 1 M.  

 

 

2.9 Caracterización de conjugados péptido-AuNPs. 

 

La caracterización de los conjugados péptidos-AuNPs se realizó mediante las 

técnicas que a continuación se describen: 

 

a. Espectrofotometría UV-visible, la cual se llevó a cabo utilizando el mismo 

procedimiento descrito en la sección 2.4, esta vez buscando desplazamientos 

en el máximo de absorbancia obtenido para las AuNPs, lo que daría cuenta de 

la alteración en el plasmón de superficie de la partícula producto de la 

conjugación. 

 

b. Electroforesis, para lo cual se preparó un gel de corrida al 1,5%, disolviendo 

0,75 g de agarosa en 50 mL de amortiguador TAE 1X, esta mezcla se llevó a 

ebullición en microondas y el gel obtenido se depositó en una placa de 

electroforesis. A continuación una peineta de ocho dientes se colocó sobre el 

gel para formación de alvéolos de carga de muestra y se esperó a que el gel 

solidificara a temperatura ambiente. Una vez solidificado, se colocó en la 

cámara de electroforesis y se cubrió con 250 mL de una solución amortiguadora 

TAE 1X. Paralelamente, las muestras de AuNPs y los conjugados se ajustaron 

a pH 8 con NaOH 0,1 M y se centrifugaron a 13200 rpm por 8 minutos, el 
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precipitado obtenido se mezcló con glicerol al 30% en una proporción 1:1, esta 

mezcla se colocó en los alvéolos y se dejó correr la electroforesis por 8 minutos 

con una diferencia de potencial aplicado de 120 V. 

 

c. Estimación del grado de recubrimiento peptídico de las AuNPs, para lo cual se 

realizó por un lado la estimación de la concentración de AuNPs en las muestras 

de los distintos conjugados y por otro, se llevó a cabo un AA de las muestras 

obtenidas después de la diálisis. La concentración se estimó utilizando la Ley 

de Beer (A = abc, donde a corresponde a la absortividad molar: 5,14 x 10 7 cm-1 

mol -1 L (62), b al ancho de la cubeta y c a la concentración molar). Con esto se 

obtuvo la concentración de AuNPs después de medir el lambda máximo de 

absorción en el espectrofotómetro UV-visible, utilizando cubetas plásticas de 1 

cm de longitud y como blanco una solución de citrato de sodio dihidratado 1,2 

mM. Para realizar los AA se tomaron 2 mL de cada conjugado péptido-AuNP, 

los cuales se centrifugaron por 8 minutos a 13200 rpm, para luego reconstituir 

el pellet obtenido en citrato 1,2 mM y se depositaron en un tubo de vidrio para 

hidrólisis, se congelaron con nitrógeno líquido y luego fueron liofilizados. Una 

vez liofilizados, se les agregó 300 µL de HCl 6N al 1% en fenol y 20 µL de ácido 

aminobutírico (patrón primario). El tubo de hidrólisis fue sellado y se dejó toda la 

noche en una estufa a 110 ºC, esto con el fin de reducir el péptido a unidades 

aminoacídicas. Una vez realizada la hidrólisis, se abrieron los tubos y se 

evaporó en evaporador rotatorio hasta sequedad, el residuo obtenido se 

resuspendió en  300 µL de HCl 20 mM. De esta solución se filtraron a un 

eppendorf 10 µL para su posterior derivatización y análisis por CLAE. El 

proceso de derivatización se realizó siguiendo el protocolo que a continuación 

se describe: los 10 µL de muestra obtenidos anteriormente se colocaron en un 

tubo de vidrio pequeño, sobre esta solución se agregaron 70 µL de 

amortiguador borato, luego de homogenizar en vórtex por unos 20 segundos se 

añadieron 20 µL de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato 10 mM, 

nuevamente se homogenizó en vórtex y se colocó el tubo en un bloque térmico 

a 55 ºC por 10 minutos. Transcurrido este tiempo el tubo se dejó enfriar a 

temperatura ambiente, luego de lo cual se agregaron 100 µL de eluente 
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cromatográfico A, esto con el fin de llevar a cabo la separación cromatográfica. 

La solución obtenida se depositó en un microvial y se inyectó en el CLAE. 

 

Una vez obtenidos ambos valores (cuantificación de AuNPs y péptidos), se 

dividió la concentración de péptido obtenida en el AA  por la concentración de AuNPs 

obtenida por espectrofotometría, con lo cual se obtuvo el número de moléculas de 

péptido por AuNP.  

 

d. Para el caso de las AuNPs conjugadas al péptido cys-INH se obtuvieron 

imágenes de tinción negativa y se observaron por MET. Para ello, una rejilla de 

carbono fue depositada sobre una gota de 20 Μl de muestra durante 2 minutos, 

posterior a esto se realizaron dos lavados de la rejilla con agua MilliQ, utilizando 

el mismo procedimiento de la gota y por último se realizó la tinción del péptido 

conjugado a la AuNP utilizando acetato de uranilo al 2%, para lo cual la rejilla 

se dispuso sobre una gota de acetato de uranilo durante 2 minutos. Luego de 

este proceso la rejilla se depositó sobre un papel Whatman Nº1 y se guardó en 

el desecador hasta el momento de la medición. 

 

e. FEX, para llevar a cabo este experimento se tomaron 20 mL de AuNPs y sus 

conjugados con los péptidos cys-INH, cys-i1 y cys- i2 los cuales se 

centrifugaron a 13200 rpm por 8 minutos, con el fin de separar el péptido libre 

del conjugado y obtener un pellet. Posteriormente el pellet de cada muestra fue 

liofilizado y el sólido obtenido fue analizado en los Servicios Científico Técnicos 

de la Universidad de Barcelona en donde se llevaron a cabo las mediciones de 

FEX. 

 

f. Estimación de la eficiencia en la conjugación del péptido a la AuNP, para lo cual 

se determinó mediante CLAE la cantidad de péptido libre presente en el 

coloide. Por un lado se realizaron curvas de calibración para cada péptido 

estudiado (Apéndice 1) y posteriormente se determinó el porcentaje de péptido 

sin conjugar en las muestras, mediante la interpolación de los resultados 

obtenidos por CLAE en las curvas anteriormente mencionadas.  
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Curvas de Calibración: Se realizaron curvas de calibración área bajo la curva 

(ABC) vs. concentración molar (M), cada una de ellas contó con seis puntos, 

abarcando un intervalo de concentraciones de  6.27 x 10-3 M a 2.0 x10-5 M. Los 

péptidos fueron disueltos en una mezcla agua: acetonitrilo (1:1), para luego ser 

inyectados en el equipo, previa filtración de estas soluciones. Los cromatogramas 

obtenidos fueron procesados y tratados con el software MILLENIUM 3.01. (Apéndices 

1). 

 

Preparación de las muestras: Una vez realizadas las curvas de calibración 

para cada péptido, se procedió a la preparación de la muestra a analizar. Se tomaron 

20 mL de los conjugados péptido-AuNP, se centrifugaron a 13200 rpm por 8 minutos 

con el fin de separar las AuNPs conjugadas y dejar el posible péptido no conjugado en 

el sobrenadante. Este último fue congelado con nitrógeno líquido y luego liofilizado. 

Posteriormente se procedió a resuspender el liofilizado en 200 µL de una mezcla 

acetonitrilo: agua (1:1) para el caso de los péptidos BN, RAF, cys-BN y cys-RAF, 

mientras que para los restantes (INH, i1, i2, cys-INH, cys-i1 y cys-i2) se resuspendieron  

en 200 µL de agua 0,045% en TFA. Antes de ser inyectados en el CLAE fueron 

cuidadosamente filtrados y el ABC obtenida se interpoló en la correspondiente curva de 

calibración.  

 

 

2.10 Caracterización de los conjugados péptidos-NPs óxido de hierro 

 

Los conjugados péptidos-NPs magnéticas fueron caracterizados por MET, 

siguiendo igual procedimiento que el descrito en la sección 2.4 para las AuNPs en 

cuanto a la preparación de la muestra. 

 

La eficiencia en el grado de conjugación del péptido a la NP de óxido de hierro 

se realizó siguiendo igual procedimiento que el descrito para las AuNPs en la sección 

2.9, a excepción de la preparación de las muestras a inyectar en el CLAE. En este 

caso las NPs de γ-Fe2O3  fueron depositadas en un extractor de partículas magnéticas 
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con la finalidad de separar el sobrenadante y por ende dejar el péptido no conjugado 

en esta fracción. El sobrenadante de cada conjugado fue liofilizado y resuspendido en 

los correspondientes solventes como se explicó anteriormente en dicha sección. 

 

Por otro lado, se determinó el número de carboxilos presentes por NP, ya que 

este número corresponde a los sitios activos a los cuales se unen las moléculas de 

péptido, para lo cual se realizó una valoración ácido-base de las NPs de γ-Fe2O3.  Con 

este fin se midieron 15 mL de una suspensión de NPs magnéticas ajustadas a pH 8 

con NaOH 1 M y se valoraron con una solución de HCl 5 x 10-4 M (estandarizada frente 

a NaOH). Se agitó manualmente para evitar la agregación de las partículas al estar en 

contacto con un agitador magnético. Paralelamente se cuantificó el número de NPs/L 

de los distintos conjugados, lo cual se llevó a cabo cuantificando el hierro total presente 

en las muestras mediante espectroscopia de absorción atómica para luego, por 

estequiometría, calcular la concentración de óxido de hierro (los análisis de absorción 

atómica se realizaron en el Centro para el desarrollo de la Química CEPEDEQ ubicado 

Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas). Finalmente se estimó el número de 

NPs, para lo cual se hizo un cálculo relacionando los mg de óxido de hierro presentes 

en la muestra con el numero de NPs contenidas en una muestra de 45 mg de óxido de 

hierro (que corresponde a 3.5 x 1016 partículas), según referencia  (31).  

 

 

2.11 Toxicidad de NPs metálicas 

 

2.11.1 Toxicidad de AuNPs  

 

Se realizaron estudios de toxicidad de AuNPs y sus conjugados en la línea 

celular neuroblastoma SHSY5Y, entre los pasos de división de cultivo 8 y 20, utilizando 

como marcador de viabilidad celular MTT (bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il) 2,5 

difeniltetrazolio). Estos experimentos se realizaron bajo vitrina de seguridad biológica. 

 

El subcultivo de esta línea  celular se llevó a cabo en botellas estériles de 75 

cm2. Como medio de mantención celular se utilizó DME de alta glucosa (4500 mg/mL 
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glucosa), el cual además contenía glutamina en concentración de 2 mM, 10% de suero 

fetal bovino, 50 µg/mL de penicilina y 50 µg/mL de estreptomicina. Las células fueron 

incubadas en una estufa a 37 ºC bajo una atmósfera compuesta por 95% de aire y 5% 

de CO2. 

 

El ensayo de MTT se llevó a cabo en placas de 96 pocillos, los cuales fueron 

sembrados con 3000 células cada uno, en un volumen de 50 µL de medio DME. Luego 

de 24 horas de incubación las células fueron tratadas con diferentes concentraciones 

nanomolares de AuNPs y sus conjugados (nM lo cual corresponde a concentraciones 

micromolares de oro) hasta completar un volúmen de 100 µL por pocillo, como control 

de muerte positivo se utilizó H2O2 en una concentración de 0,2% en 100 µL. 

Posteriormente las células fueron incubadas por 24 horas a 37ºC y una vez 

transcurrido este período se agregaron a cada pocillo 20 µL de MTT manteniéndose la 

placa a 37ºC por 4 horas adicionales. De esta manera se obtuvieron los cristales de 

formazán, los cuales se disolvieron en 100 µL de isopropanol, previa aspiración del 

medio en cada pocillo. Por último se midió la absorbancia de cada pocillo en un lector 

de placas a 570 nm de longitud de onda. Cada concentración estudiada se sembró por 

triplicado y el ensayo fue realizado tres veces, por lo tanto, cada condición fue repetida 

en 9 pocillos. 

 

 2.11.2 Toxicidad de NPs de γγγγ-Fe2O3 

 

Los estudios de toxicidad in vitro se llevaron a cabo utilizando dos líneas 

celulares diferentes, células de neuroblastoma SHSY5Y (entre los pasos de división de 

cultivo 8 y 20) y células HeLa (entre los pasos de división de cultivo 11 y 23) 

provenientes de cáncer cervical. Como marcador de viabilidad celular se utilizó la sal 

monosódica (2-(4-Iodofenil)- 3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-1). 

En el caso de la línea SHSY5Y se estudiaron las NPs de γ-Fe2O3 y los conjugados con 

los péptidos INH, i1 e i2 a diferentes concentraciones, mientras que en la línea HeLa se 

estudiaron de igual forma las NPs de γ-Fe2O3 pero conjugadas a los péptidos BN y 
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RAF. Estos experimentos se realizaron en el área de cultivos celulares bajo vitrina de 

seguridad biológica.  

 

El subcultivo de cada línea celular se llevó a cabo en botellas de 75 cm2 

utilizando las mismas condiciones de cultivo que el descrito en la sección 2.11.1. 

 

Estudios de viabilidad en cultivos SHSY5Y: El ensayo de viabilidad se llevó 

a cabo en placas de 96 pocillos, los cuales fueron sembrados con 1500 células cada 

uno, en un volumen de 50 µL de medio DME. Es importante destacar que en este 

ensayo se utilizó una menor cantidad de células que el mencionado en la sección 

2.11.1 ya que se empleó WST-1 en lugar de MTT, siendo el primero más sensible que 

este último. Luego de 24 horas de incubación las células fueron tratadas con diferentes 

concentraciones de NPs de γ-Fe2O3 y sus conjugados (µg/mL), hasta completar un 

volumen final de 90 µL por pocillo utilizándose como control de muerte positivo SDS en 

una concentración de 0,2%. Posteriormente las células fueron incubadas por 21 horas 

a 37ºC y una vez transcurrido este período se agregaron a cada pocillo 10 µL de WST-

1 manteniéndose la placa a 37ºC por 3 horas adicionales, tiempo después del cual se 

midió la absorbancia de cada pocillo en un lector de placas a 490 nm de longitud de 

onda. Cada concentración estudiada se sembró por triplicado y el ensayo fue realizado 

cuatro veces, por lo tanto, cada condición fue repetida en 12 pocillos. 

 

Estudios de viabilidad en cultivos HeLa: El ensayo se llevó a cabo 

igualmente en placas de 96 pocillos los cuales fueron sembrados con 3000 células 

cada uno, en un volumen de 100 µL de medio DME. Luego de 24 horas de incubación, 

se realizó una renovación del medio de cultivo de la placa, para lo cual se agregaron 

50 µL de DME, previa aspiración del medio anterior. Luego las células fueron tratadas 

con diferentes concentraciones de NPs de γ-Fe2O3 y sus conjugados (µg/mL), hasta 

completar un volumen final de 90 µL por pocillo utilizándose como control de muerte 

positivo SDS en una concentración de 0,2%. Posteriormente las células fueron 

incubadas por 22 horas a 37ºC y una vez transcurrido este período se agregaron a 

cada pocillo 10 µL de WST-1 manteniéndose la placa a 37ºC por 2 horas adicionales, 

tiempo después del cual se midió la absorbancia de cada pocillo en un lector de placas 
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a 490 nm de longitud de onda. Cada concentración estudiada se sembró por triplicado 

en cada placa y el ensayo fue realizado cuatro veces, por lo tanto, cada condición fue 

repetida en 12 pocillos. 

 

Se realizaron análisis estadísticos paramétricos (ANOVA y Test Tukey-Kramer) 

con los resultados obtenidos de los ensayos de toxicidad in vitro, utilizando el programa 

GraphPad Prism 4.0.  

 

 

2.12 Interacción de conjugados AuNPs con Aβ 

 

Se preparó una solución homogénea de Aβ1-42 libre de agregados, utilizando 

una variante del protocolo de Zagorsky (74). En un primer paso, el péptido Aβ1-42, fue 

disuelto en agua y fraccionado en viales de vidrio para su posterior liofilización.  En el 

mismo vial donde fue liofilizado Aβ1-42 se adicionó un pequeño volumen de ácido 

trifluoroacético (TFA) para eliminar los agregados preexistentes. Con la finalidad de 

eliminar el TFA, la muestra fue evaporada utilizando una corriente de nitrógeno, luego 

se añadió 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol, evaporando la solución nuevamente. Este 

último paso fue repetido tres veces antes de desecar la muestra. Posteriormente la 

alícuota desecada fue cuidadosamente resuspendida en 18 µL de NaOH y  10 µL de  

tampón fosfato 200 mM  por cada 100 µL de la solución Aβ1-42 a preparar. De acuerdo 

a lo anterior se obtuvo una solución de Aβ1-42  con una concentración final de 40 µM la 

cual fue fraccionada en cuatro alícuotas de 50 µL cada una e incubada a 37ºC por 4 

horas, bajo suave agitación. Todas las soluciones fueron cuidadosamente filtradas 

utilizando un filtro de 0,22 µm. 

 

Finalizadas las cuatro horas de tratamiento se evaluó la interacción entre los 

conjugados péptidos-AuNPs y Aβ1-42, para lo cual se añadió a la muestra 150 µL de 

una solución 1 nM de los conjugados CLPFFD-NH2-AuNP, CDLPFF-NH2-AuNP, 

CLPDFF-NH2-AuNP y AuNP sin conjugar, obteniéndose una concentración final del 

péptido Aβ1-42 de 10 µM. Las muestras fueron incubadas a 37ºC bajo suave agitación, 

por un período de 44 y 164 horas.  
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Transcurrido el tiempo de incubación las muestras fueron analizadas por MET 

para lo cual se utilizaron rejillas de cobre recubiertas con carbono. La preparación de la 

rejilla se llevó a cabo diluyendo 1 µL de cada muestra incubada (10 mM) hasta 

alcanzar una concentración 1 mM del péptido Aβ1-42, utilizando para ello tampón fosfato 

salino 20 mM (pH= 7,4). Luego las muestras fueron adsorbidas por un minuto sobre la 

rejilla de carbono y después de un par de lavados con agua Milli-Q se llevó a cabo la 

tinción con acetato de uranilo al 2%, para posterior visualización en el microscopio 

electrónico.   

 

Posterior a la preparación de las rejillas de MET y con el fin de evaluar 

cuantitativamente la unión de las AuNPs y sus conjugados a las fibras amiloides, las 

muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos. El pellet obtenido fue lavado 

con buffer fosfato 20 mM, centrifugando nuevamente otros 5 minutos. Así los 

sobrenadantes provenientes de la primera y segunda centrifugación, fueron mezclados 

para luego liofilizarlos junto a los pellets obtenidos en una primera fase. El oro presente 

en cada fracción fue cuantificado utilizando la técnica Espectrometría de masa 

acoplada inductivamente a plasma (ICP-MS), determinación que se llevó a cabo en el 

Centro para el desarrollo de la Química, CEPEDEQ, ubicado Facultad de Ciencias 

Químicas y Farmacéuticas. 
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III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

3.1 Caracterización de AuNPs  

 

Caracterización por espectrofotometría UV-Visible de AuNPs: Las AuNPs 

obtenidas por el método de Turkevich mostraron una  longitud de onda de absorción 

máxima a 520-522 nm, mientras que las AuNPs obtenidas por el método de Levy a 

518-520nm, lo cual puede correlacionarse con tamaños de partícula menores para el 

caso de las últimas, respecto a las primeras (a mayor lambda máximo mayor es el 

tamaño de las partículas) (23). La figura 12 muestra los picos de absorción para ambas 

AuNPs obtenidas siguiendo los dos métodos de síntesis, destacándose en el gráfico 

las AuNPs obtenidas según el método de Levy, las cuales presentaron un pico más 

estrecho, lo cual indica una distribución de tamaños más homogénea. Sin embargo los 

valores máximos de absorbancia difieren entre sí, debido a que en ambas 

metodologías se emplean diferentes cantidades iniciales de HAuCl4, originando 

diferentes concentraciones de AuNPs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Espectro de absorción UV-visible de AuNPs. 

 

Caracterización por MET de las AuNPs: Las AuNPs sintetizadas por el 

método de Turkevich presentaron tamaños de 20,6 nm ± 3,7 nm (promedio total de las 

mediciones ± la desviación estándar), destacándose tamaños de partícula de 20 nm 

(Figura 13). Por otro lado las AuNPs sintetizadas por el método de Levy presentaron 
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tamaños del orden de los 12,5 nm ± 1,7 nm (promedio total de las mediciones ± la 

desviación estándar), destacándose tamaños de partícula de 12-13 nm (Figura 14). Las 

imágenes obtenidas por MET mostraron una clara diferencia en la regularidad de los 

tamaños para cada una de las síntesis, en este caso las partículas de Levy mostraron 

un menor tamaño y más homogéneo, sugiriendo que un cambio en la relación sal de 

oro/agente reductor (1:3), en comparación al método de Turkevich (1:8), sería el 

responsable de dicho fenómeno.  

 

  

 

 
 

 
 
 
  

 

 
Figura 13. (A) Fotografía de AuNPs de Levy obtenidas por MET, (B) Distribución de tamaños de AuNPs 
sintetizadas por el método de Levy. La distribución de tamaños de la gráfica corresponde a la medición de 
200 partículas desde las fotos obtenidas por MET, utilizando el programa Image J. El promedio  total de las 
mediciones con la correspondiente desviación estándar fue calculado utilizando el programa Origin Pro 7.5. 
 

  

 

 
Figura 14. (A) Fotografía de AuNPs de Turkevich obtenidas por MET, (B) Distribución de tamaños de 
AuNPs sintetizadas por el método de Turkevich. La distribución de tamaños de la gráfica corresponde a la 
medición de 200 partículas tomadas desde las fotos obtenidas por MET, utilizando el programa Image J. El 
promedio  total de las mediciones con la correspondiente desviación estándar fue calculado utilizando el 
programa Origin Pro 7.5. 
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3.2 Caracterización de NPs de γγγγ-Fe2O3 

 

Caracterización por MET de NPs de γγγγ-Fe2O3: La figura 15 muestra la imagen 

de MET obtenida para las NPs sintetizadas. El tamaño de partícula fue de 8,0 nm ± 2,0 

nm, observándose además un importante grado de agregación, posiblemente debido a 

la presencia de una red de polimetacrilato en la superficie de las NPs o bien que 

durante el proceso de polimerización se produjo un recubrimiento inespecífico, 

abarcando a más de una partícula.  

 

 

 
Figura 15. Fotografía de NPs de γ-Fe2O3 obtenidas 
por MET. 

 

 

Caracterización por METAR y difracción de electrones: Se obtuvieron 

imágenes por METAR de las partículas sintetizadas, mediante las cuales se identificó 

la ultraestructura (Figura 16). En el análisis por difracción de electrones se obtuvo un 

patrón de difracción policristalino característico de las partículas de óxido de hierro, 

para lo cual fue necesario comparar los resultados de la difracción con valores 

estándares para este óxido. Para ello se realizó una búsqueda en una base de datos, 

encontrándose patrones de difracción que podrían corresponder a la magnetita (4,9; 

2,5 y 1,7 Å) o a la maghemita (2,9; 2,5 y 1,4 Å). Los valores experimentales 

observados fueron 2,9; 2,5 y 1,7 Å, por lo tanto las NPs sintetizadas podrían ser de 

maghemita (γ-Fe2O3), magnetita (Fe3O4) o una mezcla de ambos óxidos de hierro, sin 

embargo como las NPs de magnetita se oxidan en presencia de aire, lo más probable 
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es que las NPs obtenidas en la síntesis sean de maghemita, según se describe en la 

referencia de Yu (31), sobre la cual se basó este trabajo para la obtención de este 

óxido de hierro en particular. Por otra parte, mediante el presente estudio puede 

descartarse que las NPs sean de hematita (α-Fe2O3) (2,69; 1,9; 2,51; 2,53; 1,48 y 2,97 

Å). 

 

Otras de las determinaciones que podrían realizarse para confirmar el tipo de 

cristal obtenido es la difracción de rayos X, medidas que actualmente se están llevando 

a cabo. Es importante destacar que tanto la magnetita como la maghemita son 

empleadas en biomedicina y aunque la magnetita pueda ser más tóxica, lo que se 

busca es estabilizar y biocompatibilizar NPs de óxido de hierro estables, de manera de 

reducir su toxicidad.  

 

 

 
Figura 16. Fotografía de NPs de γ-Fe2O3 obtenidas por  
METAR a 490000X. La imagen inserta en la fotografía, 
corresponde al patrón de difracción de electrones obtenido 
para las NPs sintetizadas.  

 

3.3 Caracterización de péptidos de interés biológico: Los péptidos 

purificados fueron analizados por CLAE y se obtuvieron los cromatogramas que se 

detallan en las figuras 17 y 18 para los péptidos disruptores de Aβ y figuras 19 y 20 

para los péptidos BN y RAF derivados de secuencias antitumorales. 

 

5 nm5 nm
5 1/nm5 1/nm
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A.- Péptido INH B.- Péptido i1 C.- Péptido i2 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 17. A, B y C cromatogramas de los péptidos INH, i1 e i2, respectivamente. Gradiente lineal de 20% 
a 80% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B acetonitrilo/0,036% 
TFA (v/v),  flujo 1,2 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 45ºC, volumen inyectado 
20 µL. 
 

D.-  Péptido cys-INH E.- Péptido cys-i1 F.- Péptido cys-i2 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 18. D, E y F cromatogramas de los péptidos cys-INH, cys-i1 y cys-i2, respectivamente. Gradiente 
lineal de 25% a 75% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B 
acetonitrilo/0,036% TFA (v/v),  flujo 1,2 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 45ºC, 
volumen inyectado 20 µL. 
 

G.- Péptido BN H.- Péptido RAF 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19. G y H cromatogramas de los péptidos BN y RAF respectivamente. Gradiente lineal de 0% a 
100% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B acetonitrilo/0,036% TFA 
(v/v),  flujo 1,0 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 25ºC, volumen inyectado 20 µL. 
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I.- Péptido cys- BN J.- Péptido cys-RAF 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20. I y J cromatogramas de los péptidos cys-BN y cys-RAF, respectivamente. Gradiente lineal de 
20% a 50% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B acetonitrilo/ 
0,036% TFA (v/v), flujo 1,0 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 25ºC, volumen 
inyectado 20 µL. 
 

 

En los análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF se obtuvieron los 

iones cuasimoleculares de los péptidos sintetizados (Figuras 21, 22 y 23)   

 

 

A.- Péptido INH B.- Péptido i1 C.- Péptido i2 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 21. Principales picos observados en los espectros de masa de los crudos correspondientes a los 
péptidos: INH [M+ H+] 637.112 (638.8) (A), i1 [M+ H+]  637.178 (638.8) y [M+ K+] 675.182 (676.8) (B), i2 
[M+ H+] 637.166 (638.8) y [M+ K+] 675.139 (676.8) (C). 
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A.- Péptido cys-INH B.- Péptido cys-i1 C.- Péptido cys-i2 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
Figura 22. Principales picos observados en los espectros de masa de los crudos correspondientes a los 
péptidos: cys-INH [M+ H+] 740.208 (741.0), [M+ Na+] 762.184 (764.0) y [M+ K+] 778.151 (780.0) (A), cys 
i1[M+ H+] 740.216 (741.0), [M+ Na+] 762.199 (764.0) y [M+ K+] 778.169 (780.0) (B), cys i2 [M+ H+] 

740.237 (741.0), y [M+ K+] 778.185 (780.0) (C).   

 

 
A.- Péptido BN B.- Péptido cys-BN 

 

 

 

 

 

 

 

 

C.- Péptido RAF D.- Péptido cys- RAF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 23. Principales picos observados en los espectros de masa de los crudos correspondientes a los 
péptidos: BN [M+ H+] 1479.51 (1479.85), [M+ Na+] 1501.48 (1501.85) y [M+ K+] 1517.48 (1517.85) (A), 
cys BN [M+ H+] 1198.64 (1198.58), [M+ Na+] 1120.78 (1220.58) y [M+ K+] 1236.74 (1236.58) (B) RAF [M+ 
H+] 1223.64 (1223.68), [M+ Na+] 1245.61 (1245.68) y [M+ K+] 1261.59 (1261.68) (C), y cys-RAF [M+ H+] 

1269.47 (1269.63), [M+ Na+] 1291.44 (1291.63) y [M+ K+] 1307.63 (1307.63) (D). 
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3.4 Caracterización de los conjugados AuNP y NP de γγγγ-Fe2O3 

 

Caracterización de conjugados de AuNPs: La conjugación a los diferentes 

péptidos se llevó a cabo utilizando las AuNPs sintetizadas por el método de Levy y col. 

(23), ya que estas partículas demostraron tener un menor tamaño y a su vez una 

mayor homogeneidad de tamaños. Al conjugar las AuNPs a los péptidos cys-INH, cys-

i1 y cys- i2 se obtuvieron coloides que fueron estables por varios meses. En cambio, 

los conjugados de AuNPs con los péptidos cys-BN y cys-RAF mostraron un grado de 

agregación importante, observándose un brusco cambio de color; desde el rojo oscuro 

(característico de los coloides de Au) a un color azul intenso con presencia de un 

precipitado, razón por la cual no fue posible caracterizarlas ni tampoco realizar los 

ensayos de toxicidad y actividad biológica. Es importante destacar que este fenómeno 

de agregación puede deberse al gran carácter hidrofóbico que presentan estas 

moléculas. 

 

 

Espectrofotometría UV-Visible: Los conjugados de AuNPs con los péptidos 

cys-INH, cys-i1 y cys-2 mostraron máximos de absorción a los 527, 526 y 528 nm, 

respectivamente (Figura 24). El desplazamiento en el máximo de absorbancia 

observado en los conjugados con respecto a las AuNPs sin cubrir, podría atribuirse a 

una modificación en el plasmón superficial de la partícula, como consecuencia de su 

conjugación con el péptido.  
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Espectros de Absorción de AuNPs-péptidos
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Figura 24. Espectros de absorción de las AuNPs y sus conjugados peptídicos. 

 

Electroforesis en gel de agarosa: En la figura 25 se observa la migración de 

los conjugados peptídicos hacia el polo positivo en el gel. Previamente las muestras 

fueron ajustadas a pH 8, lo que originó la pérdida del protón del grupo carboxílico 

perteneciente al ácido aspártico, quedando de esta manera conjugados péptido-AuNPs 

con una carga negativa (el punto isoeléctrico de los tres péptidos es cercano a ph = 

5,6); esto explica su capacidad de migrar en el gel. Las AuNPs por sí solas no fueron 

capaces de migrar, debido a que son inestables en el tampón de corrida de la 

electroforesis.  

    

 

 

 

 
Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de AuNPs y sus conjugados. La electroforesis fue 
realizada a 120 V , en gel de agarosa al 1,5% empleando tampón TAE 1X. 

T=0 T=8’ 

- + 
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A pesar de que esta técnica no da cuenta de la cantidad de péptido unido a la 

NP, la definición de las bandas y la homogeneidad de las mismas podrían dar cuenta 

de que el grado de recubrimiento del péptido sobre la partícula es relativamente 

uniforme. 

 

Estimación del grado de recubrimiento peptídico de las AuNPs: Para 

establecer el número de moléculas de péptido por AuNP se dividió la concentración de 

cada péptido obtenida mediante el AA con la concentración de AuNPs en la muestra 

del conjugado en la solución original (Tabla 1). La concentración de las AuNPs se 

determinó en cada conjugado (antes de la centrifugación y diálisis), empleando la Ley 

de Beer (A = abc).   

 

Tabla 1. Número de moléculas de péptido por AuNP 

Conjugado AuNPs µM Péptido µM *Péptido/AuNP **a (cm-1 mol-1L) 

INH-AuNP 0,043 19,77 460 5,14 x 10 7 

i1-AuNP 0,040 8,27 207 5,14 x 10 7 

i2-AuNP 0,042 17,66 420 5,14 x 10 7 

*  corresponde al número de moléculas de péptido por AuNP. 
** a corresponde a la absortividad molar (62). 

 

Obsérvese en la tabla 1, que la cantidad de péptido por AuNP de mayor a 

menor es de cys-INH>cys-i2>cys-i1, considerando que el tamaño de la AuNP es 

aproximadamente de 13 nm existe una superficie de 531 nm2 para ser ocupada por el 

péptido. En este sentido los péptidos cys-INH y cys-i2 estarían recubriendo la 

superficie de la AuNP, encontrándose las moléculas dispuestas transversalmente 

respecto la superficie (considerando que cada uno de ellos ocupara alrededor de 1 

nm2, siendo el diámetro de 0,6 nm2 si la molécula adopta una conformación extendida 

según cálculos de modelado molecular realizados con el programa Insight II), en 

cambio en el caso del péptido cys-i1 las moléculas estarían dispuestas 

adyacentemente a la superficie de la NP. Para el caso de cys-INH y cys-i2, la 

disposición transversal de las moléculas puede explicarse por la repulsión existente 

entre los grupos carboxílicos pertenecientes a los residuos aspárticos, que se 

encontrarían más lejanos a la superficie de la AuNP, evitando así que se produzca la 

autoagregación de las moléculas de péptido y la formación de dominios que impidan la 
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conjugación de nuevas moléculas. Por otro lado, en el caso de cys-i1 los grupos 

hidrofóbicos (LFF) expuestos al agua se aglomerarían impidiendo la incorporación de 

nuevas moléculas (Figura 26). 

  

AuNP-CLPFFD 

 

 

 

 

 

AuNP-CLPDFF AuNP-CDLPFF 

 
Figura 26. Esquema que muestra como el ácido aspártico influye en la interacción de los conjugados con 
las fibras amiloides, lo que explicaría la diferencia en los resultados tabulados en la tabla 1. 

 

 

Tinción negativa y observación por MET: Se obtuvieron imágenes de tinción 

negativa para el conjugado INH-AuNP. En la figura 27 se observa como el péptido se 

encuentra recubriendo a las AuNPs (flecha negra).  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Fotografía control del conjugado INH-AuNPs. (A). Fotografía de MET del conjugado INH-
AuNP después de realizar la tinción con acetato de uranilo al 2%. (B) 

 

 

FEX: En la figura 28 se observan los resultados que dan cuenta de la presencia 

de azufre en aquellos pellets de AuNPs conjugadas a los péptidos cys-INH, cys-i1 y 

A B 
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cys-i2. Estos resultados indican que efectivamente el péptido se encuentra unido a la 

AuNPs, ya que el azufre detectado proviene del grupo tiol perteneciente a la cisteína 

que forma parte de los péptidos antes mencionados. Muy diferente es el caso de 

AuNPs sin conjugar a péptidos, en las cuales no se observa la presencia de azufre. 

 

Pellet AuNP Pellet AuNPs-INH 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pellet AuNPs-i1 Pellet AuNPs-i2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Espectros obtenidos por FEX para los conjugados de AuNPs con los péptidos cys-INH, cys-i1 y 
cys-i2. El círculo azul destaca la presencia de azufre en los conjugados, lo cual es indicativo de que 
efectivamente los péptidos se unieron a las AuNPs mediante la reacción del grupo tiol de la cisteína con el 
oro. 

 

 

Estimación de la eficiencia en la conjugación del péptido a la AuNP: Se 

determinó el porcentaje de conjugación de los diferentes péptidos unidos a las AuNPs,  

ya que en el proceso de conjugación se utiliza un exceso de péptido (1 mg/mL). Para 

ello se interpolaron las áreas bajo la curva (ABC), obtenidas para cada sobrenadante, 

en las curvas de calibración (Apéndice 1) preparadas previamente, con las cuales se 
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obtuvo la molaridad (M) del péptido no conjugado a la NP y por ende el porcentaje 

unido a ella. (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Porcentaje de conjugación de los diferentes péptidos a las AuNPs. 

Péptido ABC M % de péptido 
conjugado 

Cys- INH 10.720.668 1,59 x 10-3 74 

Cys-i1 28.596.848 3,68 x 10-3 58 

Cys-i2 9.655.230 1,47 x 10-3 83 

 
Gradiente lineal de 25% a 75% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) 
y B acetonitrilo/0,036% TFA (v/v),  flujo 1,2 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 
45ºC, volumen inyectado 20 µL. Los % de conjugación basados en la cantidad inicial de péptido 
agregado a las NPs (1 mg), lo que correspondería al 100%. 

 

 

Correlacionando estos resultados con el número de moléculas de péptido por 

AuNP determinado anteriormente, podemos observar que los péptidos INH e i2 

estarían recubriendo en un gran porcentaje a la AuNP, ya que paralelamente, mediante 

CLAE, observamos una mayor eficiencia en la conjugación de estos péptidos a la 

AuNP comparado con  el péptido cys-i1.  

 

 

Caracterización de los conjugados de NPs de γγγγ-Fe2O3: En las 

microfotografías obtenidas por MET de los conjugados de los péptidos INH, i1 e i2 

(Figura 29) con las NPs de γ-Fe2O3 se observa un importante grado de agregación. 

Desde este punto de vista, resultó imposible realizar el estudio de interacción con las 

fibras amiloides, ya que al estar agregadas no podríamos visualizar la posible 

interacción entre los agregados tóxicos y los conjugados de NPs. Este es un punto que 

sin duda debemos corregir, es por ello que en nuestro laboratorio estamos trabajando 

en la obtención de NPs de γ-Fe2O3 recubiertas con oro, biocompatibilizadas y 

estabilizadas con los péptidos, para evitar la agregación de las partículas pero 

conservando sus propiedades magnéticas. 
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Figura 29. Fotografía obtenida por MET de los conjugados de los péptidos INH, i1 e i2 con NPs de  γ- 
Fe2O3. La barra de aumento corresponde a 200 nm donde (A) conjugado INH- NPs de γ-Fe2O3 NPs (B) 
conjugado i1- NPs de γ-Fe2O3 NPs y (C) conjugado  i2- NPs de  γ-Fe2O3.   

 

Estimación de la eficiencia en la conjugación del péptido a la NP de óxido 

de hierro: Para establecer la eficiencia en la conjugación de los péptidos a las NPs, en 

una primera instancia se determinó el porcentaje de conjugación de los diferentes 

péptidos unidos a las NPs γ-Fe2O3, para lo cual se interpolaron las áreas bajo la curva 

(ABC) obtenidas para cada sobrenadante mediante CLAE, en las curvas de calibración 

(Apéndice 1) preparadas previamente, con las cuales se obtuvo la molaridad del 

péptido no conjugado a la NP y por ende el porcentaje unido a ella. (Tabla 3). En el 

caso de los péptidos INH, i1 e i2 se pesaron 1,13 mg, 0,70 mg y 1,11 mg, 

respectivamente. 

 

Tabla 3. Porcentaje de conjugación de los diferentes péptidos a las NPs de γ- Fe2O3. 

Péptido ABC  Concentración M % de péptido  
conjugado 

INH 9220096 1,59x10-3 10 

I1 8231338 1,30x10-3 24 

12 8583268 1,17x10-3 32 

BN 4150579 1,39 x 10-4 72 

RAF 3071033 3,21 x 10-4 64 

 
Para los péptidos INH, i1 e i2: Gradiente lineal de 20% a 80% de B en A en un tiempo de 15 minutos. 
Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y B acetonitrilo/0,036% TFA (v/v), flujo 1,2 mL/minuto, rampa 0,2 
mL/minuto, temperatura de columna 45ºC, volumen inyectado 20 µL. Para los péptidos BN y RAF: 
Gradiente lineal de 0% a 100% de B en A en un tiempo de 15 minutos. Donde A agua/0,045% TFA (v/v) y 
B acetonitrilo/0,036% TFA (v/v),  flujo 1,0 mL/minuto, rampa 0,2 mL/minuto, temperatura de columna 25ºC, 
volumen inyectado 20 µL. Los porcentajes de conjugación se referenciaron a la solución inicial como 
100%, que corresponde a la cantidad de péptido agregado inicialmente a 10 mL de NPs.  

A B C 
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Posteriormente se determinó la cantidad de grupos carboxilos presentes en la 

superficie de las NP de γ-Fe2O3, lo cual se correlaciona directamente con la cantidad 

de moléculas de péptido que podrían conjugarse por NP. Con este valor fue posible 

comprobar si efectivamente los porcentajes de eficiencia obtenidos por CLAE 

reflejaban realmente la cantidad de péptido unido a la NP. Para ello se realizó una 

curva de valoración frente a ácido clorhídrico. En la figura 30 observamos la curva de 

pH versus mL de titulante gastados (HCl 5 x 10-4 M) en la valoración de los  

carboxilatos presentes en 15 mL de muestra. Mediante el análisis de estos datos en el 

programa OriginPro se determinó el punto de equivalencia y por ende los equivalentes 

de ácido que reaccionaron con los grupos carboxilos ubicados en la superficie de las 

NPs. Se realizó de la misma manera una valoración de las NPs magnéticas sin recubrir 

con polimetacrilato, como blanco, sin observarse consumo de valorante.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 30. Curva de valoración de los carboxilatos presentes 
en las NPs de óxido de hierro. La flecha indica el punto en el 
que se produjo el salto de pH indicativo de la valoración de 
todos los carboxilatos presentes en la muestra. El experimento 
se llevó a cabo utilizando peachímetro y el análisis de los 
datos se realizó en el programa OriginPro.  

 

Una vez determinados los equivalentes de ácido, se procedió a calcular el 

número de grupos carboxilos presente por NP, con este fin se obtuvo la concentración 
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de óxido de hierro presente en los 15 mL del coloide valorado anteriormente. Luego 

este valor sirvió para determinar los nanomoles de partículas de maghemita presentes 

en la muestra, teniendo en cuenta que 45 mg de este óxido contienen 3.5 x 1016 

partículas de 8 nm (31) y posterior a esto se procedió a dividir los nanomoles de 

carboxilos (determinado por la valoración) con los nanomoles de partículas de 

maghemita, obteniendo como resultado que existen 646 grupos carboxilos por NP de  

γ-Fe2O3.  

 

De esta manera, conociendo el número de grupos carboxilos disponibles en 

cada NPs para ser conjugado con el péptido, fue posible calcular la cantidad en mg de 

péptido necesario para cubrir los 646 sitios disponibles por NP y por cada 10 mL de 

muestra, lo que correspondería a la cantidad máxima de péptido a conjugar, es decir, 

el 100% de eficiencia. En la tabla 4 se observan las concentraciones de hierro para 

cada conjugado de NP, el número de NPs de γ-Fe2O3 por L y la máxima cantidad de 

péptido a conjugar en 10 mL (sección 2.8) para cada muestra, según las partículas 

presentes en ella.  

 

Tabla 4. Estimación del número de NPs de óxido de hierro por L y la cantidad máxima de péptido a 
conjugar por cada 10 mL de muestra. 

 

Conjugado péptido-NP Concentración de 
hierro* 

Número de NPs/ L** 
Cantidad máxima de 

péptido a conjugar por 
10 mL (en mg)*** 

INH  γ − Fe2O3 19 mg/L 2.1 x 1016 0.14 mg 

I1  γ − Fe2O3 23 mg/L 2.5 x 1016 0.17 mg 

I2  γ − Fe2O3 30 mg/L 3.3 x 1016 2.25 mg 

BN  γ − Fe2O3 156 mg/L 1.73 x 1017 2. 74 mg 

RAF γ − Fe2O3 189 mg/L 2.10 x 1017 2.75 mg 

 
*    Valores obtenidos por absorción atómica. 
**  Cálculo en base a la cantidad de NPs presentes en 45 mg de óxido de hierro: 3.5 x 1016 partículas (31) 
*** Cálculo que se realizó considerando que los 646 carboxilos disponibles en la superficie de la NP 
reaccionan con 646 moléculas de péptido (1:1) y que además reaccionan todas las NPs contenidas en los 
10 mL de muestra. 
 

Con estos valores se pudo correlacionar los resultados de eficiencia obtenidos 

mediante CLAE, con el grado de eficiencia teórico de las NPs según número de 

carboxilos presentes en la superficie. (Tabla 5) 
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Tabla 5. Eficiencia teórica en la conjugación de los diferentes péptidos a las NPs de óxido de hierro 
basado en el número de grupos carboxilos presentes en la superficie. 

 

Conjugado péptido-NP 
Cantidad máxima de 

péptido a conjugar por 
10 mL (en mg) 

Porcentaje de 
conjugación basado en 

COOH por NP 

Porcentaje de 
conjugación detectado 

por CLAE 
INH  γ − Fe2O3 0,14 mg 80 10 

I1  γ − Fe2O3 0,17 mg 100 24 

I2  γ − Fe2O3 2,25 mg 18 32 

BN  γ − Fe2O3 2,74 mg 27 72 

RAF γ − Fe2O3 2,75 mg 24 64 

 

Es importante destacar que la gran diferencia observada en los porcentajes de 

conjugación es porque en cada muestra existe diferente número de NPs, por lo tanto 

para lograr un 100% de conjugación la cantidad de péptido necesaria difiere de una 

muestra a otra. Por otro lado, a todos los conjugados se les agregó alrededor de 1 

mg/mL del correspondiente péptido y por lo que observamos en la tabla 5, en el caso 

del RAF y BN no fue suficiente 1 mg, pero si lo fue en el caso de INH e i1. En este 

sentido, otro punto importante a considerar es que si en algunas muestras no fue 

suficiente 1 mg y de todas maneras se observó presencia de péptido en el 

sobrenadante por CLAE, cuando en realidad no se debería encontrar, es muy probable 

que en estos casos la conjugación no se llevó a cabo del todo por razones de la 

metodología: tiempo de activación del carboxilo, cantidad de reactivos activantes, 

tiempo de contacto entre el péptido y el carboxilo o que una red de polimetaacrilato 

impidiera en algunos caso la unión péptido-NP.  

 

3.5 Toxicidad de NPs metálicas 

 

Toxicidad de AuNPs: se realizaron ensayos de viabilidad frente cultivos 

celulares neuroblastoma SHSY5Y, a las 24 horas de exposición de las células con las 

distintas muestras de AuNPs y sus conjugados, fueron graficados y analizados 

estadísticamente. 
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En las gráficas de la figura 31, se observa que los conjugados de péptidos con 

AuNPs son menos tóxicos comparado con las AuNPs sin recubrir, las cuales si 

presentan un grado de toxicidad a las concentraciones estudiadas. Por otro lado, cabe 

destacar que en la AuNPs recubiertas con el péptido cys-INH se observa un aumento 

en la reducción del MTT, el cual es significativamente diferente al control vivo. Este 

punto está siendo analizado por nuestro grupo de laboratorio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 31. Gráficas de los porcentajes de viabilidad de la línea celular neuroblastoma SHSY5Y expuestas 
a las distintas concentraciones de AuNPs expresadas en nM, control H2O2 en una concentración de 0,2 
%. Para todas las muestras n = 9, *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 ± SD. Los resultados corresponden a 
tres experimentos independientes realizados por triplicado. Los controles de las gráficas representan a las 
células de la línea SHSY5Y cuyos pocillos contenían sólo medio de cultivo DME con un 10% de suero 
fetal bovino. Los ensayos realizados sólo con péptidos mostraron una viabilidad cercana a la del control 
con medio de cultivo. 
 

 

Toxicidad de NP γγγγ-Fe2O3: Se realizaron ensayos de viabilidad frente cultivos 

celulares (neuroblastoma SHSY5Y y HeLa), a las 24 horas de exposición de las células 
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con  las distintas muestras de AuNPs y sus conjugados, fueron graficados y analizados 

estadísticamente. 

 

 

Toxicidad frente a cultivos SHSY5Y: En las gráficas de la figura 32, se 

observan los efectos que producen las NP γ-Fe2O3  por sí solas, así como también las 

unidas a los diferentes péptidos, respecto del control con células que contenían sólo 

medio de cultivo. La gráfica A representa el efecto que producen las NPs sin conjugar, 

en donde a concentraciones de 2; 1,5 y 1 µg/mL se observa que los resultados son 

relativamente diferentes respecto del control que contenía sólo medio de cultivo, es 

decir, presentarían algún grado de toxicidad frente a las células. En el caso de la 

gráfica B, se muestra el efecto sobre las células del conjugado INH-NP γ-Fe2O3. Aquí 

en la mayoría de las concentraciones, excepto a los 0,25 µg/mL de conjugado INH-NP 

γ-Fe2O3, encontramos diferencias significativas con el control, aunque en este caso se 

observa que el efecto tóxico de la muestra va disminuyendo a medida que disminuye la 

concentración del conjugado. En la gráfica C, el conjugado i1-NP γ-Fe2O3, presenta un 

grado de toxicidad respecto al control principalmente a las concentraciones más altas. 

Por último en la gráfica D se observa que el conjugado i2- NP γ-Fe2O3 prácticamente no 

presenta diferencias significativas en relación al control vivo, por lo que presentarían un 

menor grado de toxicidad. En todos los casos el porcentaje de viabilidad se encuentra 

sobre el 50%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Gráficas de los porcentajes de viabilidad de la línea celular neuroblastoma SHSY5Y 
expuestas a las distintas soluciones de NPs de γ-Fe2O3  y sus conjugados. Las unidades expresadas en 
µg/mL y el SDS en una concentración de 0,2 %. Para todas las muestras n=12, *** p < 0,001, ** p < 0,01,  
* p < 0,05 ± SD.  Los resultados corresponden a cuatro experimentos independientes realizados por 
triplicado Los controles de las graficas representan a las células de la línea SHSY5Y cuyos pocillos 
contenían sólo medio de cultivo DME con un 10% de suero fetal bovino. Los ensayos realizados sólo 
con los péptidos empleados en concentraciones cercanas a las utilizadas en estos ensayos mostraron 
una viabilidad cercana a la del control con medio de cultivo. 
 

 

A la luz de estos resultados, se realizaron análisis estadísticos paramétricos 

(ANOVA y Test Tukey-Kramer) adicionales para determinar si efectivamente la 

presencia de péptido sobre la superficie de la NP influye en la toxicidad que éstas 

causaron en la línea estudiada. Estos análisis revelaron que efectivamente los péptidos 

capaces de reconocer los agregados amiloides se encuentran biocompatibilizando a la 

AuNPs, razón por la cual se observó la reducción en la toxicidad de la AuNP una vez 
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que ésta se encontraba conjugada a dichos péptidos (Figura 31). Por otro lado, las NPs 

de γ-Fe2O3 no presentaron diferencias importantes, por lo que a las concentraciones 

estudiadas, el péptido unido a la NP de óxido de hierro no representa una ventaja 

sobre la partícula sin conjugar desde el punto de vista de la toxicidad. (Apéndice 2, 

tablas 1 y 2) 

 

Toxicidad frente a cultivos de células HeLa: En primer lugar se determinó si  

los péptidos libres presentaban toxicidad frente a esta línea tumoral. Para ello se 

realizó una curva dosis respuesta encontrándose que los péptidos no presentaron 

efecto citotóxico siendo los valores de viabilidad similares al de los controles. Este 

hecho resultó ser llamativo ya que resultados previos de nuestro laboratorio habían 

arrojado resultados positivos. Este efecto podría atribuirse a una pérdida de los 

receptores en las células utilizadas. Para probar este hecho deberia tipificarse las 

células del cultivo y determinar si en las mismas se encuentra expresado el receptor 

celular. No obstante con el fin de evaluar la toxicidad frente a estas células se 

realizaron los ensayos de citotoxicidad de los conjugados con las NPs γ-Fe2O3, ya que 

en esta Memoria de Titulo se pretende evaluar este efecto.  En las gráficas de la figura 

33 se observa el efecto que poseen las NPs γ-Fe2O3  y los conjugados con los péptidos 

BN y RAF, en relación a un control que contenía sólo células y medio cultivo. En la 

gráfica A y B representadas por NP γ-Fe2O3 sin recubrir y el conjugado BN-NP γ-Fe2O3 

respectivamente, se observa el efecto que producen a distintas concentraciones sobre 

las células HeLa, siendo estos efectos significativamente diferentes con respecto al 

control que contenía sólo medio de cultivo, es decir, presentan un marcado efecto 

tóxico principalmente a altas concentraciones. En relación al conjugado de NPs con 

BN, también se observó que la presencia del péptido no potencia la toxicidad de las 

NPs sin recubrir. Sorprendentemente se observó que el conjugado RAF-NPs γ-Fe2O3 

presentó un comportamiento diferente, detallado en la gráfica C de la figura 33, ya que 

no sigue un patrón dosis-respuesta como el observado en los dos casos anteriores, 

aún así es posible observar que causa un aumento en la señal del WST-1 a una 

concentración de 25 µg/mL, lo cual no se correlaciona con el efecto que se observa 

tanto de las NPs sin recubrir como las conjugadas a BN a esta misma concentración.  
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Figura 33. Graficas de los porcentajes de viabilidad de la línea celular HeLa expuestas a las distintas 
soluciones de NPs de γ-Fe2O3  y sus conjugados con los péptidos BN y RAF. Las unidades expresadas 
en µg/ml y el SDS a una concentración de 0,2 %. Para todas las muestras n=12, *** p < 0,001, ** p < 0,01,  
* p < 0,05 ± SD. Los datos corresponden a cuatro experimentos independientes realizados por triplicado. 
Los controles de las graficas representan a las células de la línea HeLa  cuyos pocillos contenían 
solamente medio DME con un 10% de suero fetal bovino. Los ensayos realizados sólo con los péptidos 
empleados en concentraciones cercanas a las utilizadas en estos ensayos mostraron una viabilidad 
cercana a la del control con medio de cultivo.  

 

El aumento en la señal de WST-1, el cual se puede correlacionar con un 

aumento en la viabilidad celular, observada a 25 µL del conjugado RAF-NP γ-Fe2O3 fue 

igualmente analizada mediante análisis estadísticos paramétricos (Apéndice 2, tabla 3) 

de los cuales se desprende que probablemente el péptido RAF estaría de cierta 

manera biocompatibilizando a la NP, no así el péptido BN. Es sabido que péptidos que 

recubren NPs de óxido de hierro contribuyen a aumentar la estabilidad y 

biocompatibilidad de las mismas, actuando como una barrera de contención que no 
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deja exponer los centros reactivos de la partícula disminuyendo en algunas ocasiones 

la toxicidad de las mismas (72).  

 

Por otro lado, este aumento en la reducción del WST-1 mediada por el 

conjugado RAF-NP γ-Fe2O3 podría explicarse desde el punto de vista de estrés 

oxidativo, es decir, si el conjugado al interaccionar con la célula, es capaz de inducir la 

formación de radicales libres como el anión superóxido, aumentaría la reducción del 

WST-1 ya que esta reducción también es catalizada por el anión superóxido (78), por 

lo tanto se sumaría a las sales formadas vía deshidrogenada mitocondrial. En este 

sentido, si en la célula los niveles de anión superóxido se encontraran efectivamente 

más elevados, esto llevaría a pensar que la enzima encargada de la eliminación de 

este radical libre, la superóxido dismutasa (SOD), se encontraría inhibida. Ahora bien, 

como primer paso es necesario determinar si efectivamente la señal de WST-1 

encontrada para este conjugado está directamente relacionada con el número de 

células viables para lo cual sería necesario llevar a cabo otro tipo de experimentos 

como el ensayo de viabilidad azul de tripán , el cual daría cuenta del número de células 

viables, y en el caso de que  resultados por azul de tripán no se correlacionaran con los 

obtenidos con el  WST-1 en las mismas condiciones, entonces sería importante 

investigar la actividad de la SOD dentro de la célula y evaluar si este conjugado es 

capaz de inducir algún nivel de inhibición en la enzima. 

 

Es importante resaltar que los péptidos derivados de secuencias antitumorales 

actuarían como vectores, que ayudan a dirigir las NPs al sitio de acción deseado, por lo 

cual el hecho de que no se manifieste su efecto citotóxico, en principio no sería un 

obstáculo de cara a una futura aplicación. De todas maneras en estudios posteriores 

deberá probarse que estos conjugados tienen la habilidad de penetrar selectivamente a 

las células tumorales, permitiendo una posterior irradiación selectiva y destrucción de 

estas células sin afectar a tejidos sanos. El hecho de reducir la toxicidad de las NPs en 

principio seria un efecto positivo, ya que así se reducirían los efectos sobre otras 

células.  
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3.6 Interacción de conjugados péptidos-AuNPs con Aβ 

 

Las imágenes obtenidas por MET muestran que existe una interacción entre las 

fibras Aβ1-42 y el conjugado INH-AuNP (Figura 34, imagen B), mientras que en el caso 

de las AuNP sin conjugar no se observa este comportamiento. (Figura 34, imagen A). 

Por otro lado, los conjugados de AuNPs con los isómeros cys-i1 y cys-i2 también 

muestran afinidad por las fibras Aβ1-42 (Figura 34, imágenes C y D, respectivamente). 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 34. Interacción entre las fibras Aβ1-42 con AuNPs (A) INH-AuNP (B) i1-AuNP (C) i2-AuNP (D). 
Muestras incubadas por siete días. Microfotografías obtenidas por MET. 

 

Para determinar la cantidad de oro que queda unido a la fibra y la cantidad de 

oro que queda en la solución, se empleó la técnica de ICP-MS, analizándose tanto el 

pellet como el sobrenadante de las muestras incubadas por 2 y 7 días. La relación 

(proporción) de las cantidades de oro obtenida, da cuenta del grado de interacción 

A 

C D 

B 
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entre las fibras amiloides y las AuNP conjugadas a los péptidos cys-INH, cys-i1 y cys-

i2, la cual es superior a la interacción de las fibras con las AuNP sin conjugar (Tabla 6).  

 

Tabla 6. Cantidades de oro encontradas en pellet y sobrenadante de las muestras incubadas con Aβ1-42 
por 2 y 7días. 

 

 
*Relación de oro 

pellet/sobrenadante 
2 días 

*Relación de oro 
pellet/sobrenadante 

7 días 
AuNP + fibras 

 6,5 ± 0,2 0,2 ± 0,1 

AuNP-CDLPFF-NH2 +fibras 
 3,5 ±0,15 0,1 ± 0,05 

AuNP-CLPDFF-NH2 + fibras 
 

3,0 ± 0,12 0,1 ± 0,1 

AuNP-CLPFFD-NH2 + fibras 
 1,5 ± 0,15 0,03 ± 0,01 

*Relación corresponde a: µg de oro en el sobrenadante /µg  de oro en el pellet 

 
 

 

Tanto en cys-INH como en cys-i2 existe una repulsión de cargas de los grupos 

carboxílicos de los residuos Asp, que evitarían la autoagregación de los residuos de 

Phe. Sin embargo, es importante destacar que la interacción es mayor en el caso del 

conjugado CLPFFDNH2 que con los otros dos isómeros. Posiblemente, el aminoácido 

aspártico al estar orientado hacia el exterior, como es el caso de las AuNP-CLPFFD, 

provoque una repulsión entre los grupos que forman el péptido manteniendo a las 

cadenas hidrofóbicas de FF alejadas, facilitando de esta manera la interacción con las 

fibras amiloides. En cambio en el caso del isómero AuNP-i2, el aminoácido aspártico 

se encuentra ubicado en el interior del conjugado, permitiendo que exista interacción 

entre los grupos hifrofóbicos FF, que actúan agregándose frente al agua e impidiendo 

la interacción con las fibras (Figura 26). 
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CONCLUSIÓN Y PROYECCIONES 

 

 

Se obtuvieron AuNPs de tamaños de 12 nm, las cuales fueron conjugadas  

efectivamente a los péptidos disruptores de láminas β. Los conjugados péptidos AuNPs 

demostraron unirse considerablemente a los agregados tóxicos de Aβ1-42 en 

comparación a las AuNPs sin conjugar, encontrándose que el conjugado INH-AuNP 

presenta la mayor interacción con las fibras amiloides a las 48 horas y a los 7 días de 

incubación, seguido del conjugado i2- AuNP y el i1-AuNP. Los resultados indicaron, de 

la misma manera, que las modificaciones efectuadas al péptido LPFFDNH2 que dieron 

origen a cys-INH y su posterior conjugación a la AuNP, no impiden la unión del péptido 

a los agregados amiloides, así como tampoco la de sus isómeros. 

 

En cuanto a los ensayos de toxicidad de las AuNPs y sus conjugados, 

realizados frente a la línea SHSY5Y, se puede concluir que los conjugados de péptidos 

con partículas de oro presentan una menor toxicidad comparado con las AuNPs sin 

recubrir, destacándose que células tratadas con AuNPs recubiertas con el péptido cys-

INH presentan un aumento en la señal de MTT. Este punto está siendo analizado en 

nuestro grupo de laboratorio. 

 

En el caso de la conjugación a los péptidos antitumorales BN y RAF, las AuNPs 

mostraron un importante grado de agregación, lo cual se explica mediante el hecho de 

que las partículas se ven afectadas por el tipo de péptido que se unen a ellas, lo que 

nos lleva a pensar en la importancia de obtener partículas de oro capaces de 

mantenerse estables, frente a cualquier molécula biológica que pueda actuar como 

vector y por ende dirigirlas al blanco terapéutico.  

 

Por otro lado, se obtuvieron NPs de γ-Fe2O3 las cuales igualmente fueron 

conjugadas a los péptidos disruptores de láminas Aβ y a los péptidos antitumorales. El 

principal problema tanto de las NPs de γ-Fe2O3 como la de sus conjugados con INH, i1 

e i2, es la agregación producida por la presencia del magnetismo inducido por el 

campo externo y/o por el recubrimiento con el polimetacrilato, razón por la cual no fue 



 68 

posible realizar los estudios de interacción con las fibras amiloides. Sobre este punto 

se está trabajando en la obtención de NPs de γ-Fe2O3 recubiertas con oro, con el fin de 

disminuir la agregación de ellas, pero a la vez conservando sus propiedades 

magnéticas. 

 

En relación a los estudios de toxicidad in vitro, éstos indicaron que los 

conjugados con los péptidos INH, i1 e i2 presentan un moderado grado de toxicidad en 

la línea celular estudiada, a excepción de i2, lo cual de cara a una futura aplicación en 

la EA, necesitaría de mayor estudio en otras líneas celulares, ya que en este trabajo 

sólo se realizó una primera aproximación la cual no es concluyente para este punto. 

 

En el caso de los conjugados NPs de γ-Fe2O3 con BN y de las NPs de γ-Fe2O3, 

se observó un importante grado de toxicidad frente a las células tumorales HeLa, 

principalmente a las concentraciones más altas, sin que el péptido BN potencie la 

citotoxicidad de las NPs de γ-Fe2O3. Por otra parte, un hecho interesante es que el 

conjugado de NPs de γ-Fe2O3 con RAF, produce un aumento del porcentaje de 

reducción de la señal de WST-1, que podría estar relacionado con un aumento de la 

viabilidad, un aumento de la proliferación o un cambio en la capacidad metabólica de 

las células. Por otro lado, este aumento en la señal de WST-1 mediada por el péptido 

RAF unido a las NPs magnéticas, podría estar relacionado con el estrés oxidativo, ya 

que si este conjugado es capaz de inducir la formación de radicales libres como el 

anión superóxido, dentro de la célula, puede interaccionar con esta sal de tetrazolio y 

reducirla al formazán soluble correspondiente, lo cual se sumaría a las sales formadas 

vía deshidrogenasa. En caso de estar produciéndose un aumento de la viabilidad, el 

péptido RAF estaría actuando como un agente biocompatibilizador de las NPs. Este 

resultado indicaría que las propiedades estructurales del péptido pueden cambiar al 

unirse a NPs, produciéndose cambios en la actividad biológica. Por lo cual es 

importante estudiar la estructura de los péptidos anclados a las NPs, ya que estos 

estudios contribuirán al diseño de nuevos vectores que se podrán conjugar a las NPs. 

  

Otro de los tópicos que deben investigarse en futuros trabajos es el de 

determinar si los péptidos RAF y BN dirigen selectivamente a las a las NPs hacia las 
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células tumorales, para lo cual se deberán marcar los péptidos con sondas 

fluorescentes y estos péptidos marcados unirán a las NPs. 

 

En la actualidad no es cuestionable el sinnúmero de aplicaciones biomédicas 

que poseen las nanotecnologías basadas en NPs metálicas, sin embargo muchas de 

ellas se encuentran aún en estadios tempranos de experimentación y todavía es 

necesario seguir investigando para hacer de estas NPs herramientas seguras y 

eficientes, que se puedan implementar clínicamente.  

 
Finalmente, esta Memoria de Título contribuyó a la elaboración de tres artículos 

(uno de ellos publicado, otro enviado y otro en preparación) y además dio origen a la 

presentación de trabajos en diferentes jornadas y congresos: 

 

• Peptides and metallic nanoparticles for biomedical applications, Marcelo J 

Kogan, Ivonne Olmedo, Leticia Hosta, Ariel Guerrero, Luis J. Cruz, Fernando 

Albericio. Nanomedicine 2(3), 287-306 (2007). 

 

• Ni/Ni Oxides Nanoparticles with Potential Biomedical Applications 

Obtained by Displacement of a Nickel-Organometallic Complex. Saddys 

Rodríguez-Llamazares, Juan Merchán, Ivonne Olmedo, Héctor Pablo 

Marambio, Juan Pablo Muñoz, Paul Jara, Juan Carlos Sturm, Boris Chornik, 

Octavio Peña, Nicolás Yutronic, and Marcelo Javier Kogan (enviado a publicar). 

 

• Effect of changes in the peptide sequence on the stability and  interaction 

of the peptide CLPFFD conjugated to gold nanoparticles with Aββββ fibrils. 

Ivonne Olmedo, Eyleen Araya, Elias Medina, Pedro Toledo, Alejandro Álvarez, 

Ernest Giralt y Marcelo J. Kogan (en redacción). 

 

• Medina G., Muñoz J.P., Medina E., Guerrero A., Olmedo I., Marambio H.P., 

Espinoza G., Pannes O., Kogan M. Evaluación de la toxicidad de conjugados 

péptido-nanopartículas metálicas con potencial uso para el tratamiento de la 
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enfermedad de Alzheimer”. VII Jornadas de Investigación en Ciencias y 
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APENDICES 

 

Apéndice 1 

 

Todas las curvas de calibración fueron representadas gráficamente, el análisis de los 

datos fueron realizados utilizando el programa OriginPro 7.5. El límite de detección 

(LOD) y el límite de cuantificación (LOQ) se especifica en cada curva de calibración.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABC = 7x109 C - 383207    r = 0,9998 

LOD=  5,48x10-5 M           LOQ= 5,48x10-5 M             

ABC = 7x109 C -856662   r = 0,9992 

LOD= 1,22x10-4 M          LOQ=1,22x10-4 M                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABC = 6x109 C – 177310    r = 0,9996 

LOD= 2,96x10-5 M           LOQ= 2,97x10-5 M            

ABC = 7x109 C – 901908    r = 0,9996 

LOD= 1,29x10-4 M            LOQ= 1,29x10-4 M            
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ABC = 7x109 C -602395     r = 0,9836 

LOD= 8,62x10-5 M            LOQ=8,62x10-5 M            

ABC = 8x10 9 C- 845559     r = 0,9907 

LOD= 1,06x10-4 M      LOQ= 1,06x10-4 M       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABC= 3x1010C - 33468        r= 0,9925 

LOD=  1,26x10-6 M           LOQ= 1,36x10-6 M            
ABC= 1x1010 – 144599        r= 0.9806 

LOD= 1,62x10-5 M            LOQ= 1,62x10-5 M             
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Apéndice 2 

 

 

Mediante los análisis paramétricos ANOVA y  Test Tukey-Kramer se determinó si 

existían diferencias significativas en la toxicidad (medida como % de reducción de 

sales de tetrazolio MTT o WST-1) entre las NPs metálicas sin recubrir y las conjugadas 

a los diferentes péptidos a iguales concentraciones. Para cada uno de ellos se obtuvo 

el valor de p los cuales fueron tabulados en las tablas 1, 2 y 3. 

 

 

� Estudio de toxicidad in vitro de AuNPs y sus conjugados con péptidos 

disruptores de Aββββ frente a SHSY5Y. 

 

 

Tabla 1: Valores de p para AuNPs frente a cada uno de sus conjugados 
determinados a una misma concentración. 

Parámetro p 

AuNP  25 nM vs INH-AuNP 25 nM 

AuNp 25 nM vs i1-AuNP 25 nM 

AuNp 25 nM vs i2-AuNP 25 nM 

< 0,001 

< 0,01 

< 0,05 

AuNP  10 nM vs INH-AuNP 10 nM 

AuNp 10 nM vs i1-AuNP 10 nM 

AuNp 10 nM vs i2-AuNP 10 nM 

< 0,001 

> 0,05 

> 0,05 

AuNP 5 nM vs INH-AuNP 5 nM 

AuNp 5 nM vs i1-AuNP 5 nM 

AuNp 5 nM vs i2-AuNP 5 nM 

< 0,01 

> 0,05 

> 0,05 

AuNP 1 nM vs INH-AuNP 1 nM 

AuNp 1 nM vs i1-AuNP 1 nM 

AuNp 1 nM vs i2-AuNP 1 nM 

< 0,001 

> 0,05 

> 0,05 
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� Estudio de toxicidad in vitro de NPs γ γ γ γ -Fe2O3 y sus conjugados con 

péptidos disruptores de Aββββ frente a SHSY5Y. 

 

 

Tabla 2: Valores de para NPs de γ -Fe2O3 frente a cada uno de sus 
conjugados determinados a una misma concentración. 

Parámetro p 

NPs γ - Fe2O3 2 µg/ml vs INH NPs γ - Fe2O3 2 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 2 µg/ml vs i1 NPs γ - Fe2O3 2 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 2 µg/ml vs i2 NPs γ - Fe2O3 2 µg/ml 

>0,05 

>0,05 

>0,05 

NPs γ - Fe2O3 1,5 µg/ml vs INH NPs γ - Fe2O3 1,5 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 1,5 µg/ml vs i1 NPs γ - Fe2O3 1,5 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 1,5 µg/ml vs i2 NPs γ - Fe2O3 1,5 µg/ml 

>0,05 

>0,05 

>0,05 

NPs γ - Fe2O3 1 µg/ml vs INH NPs γ - Fe2O3 1 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 1 µg/ml vs i1 NPs γ - Fe2O3 1 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 1 µg/ml vs i2 NPs γ - Fe2O3 1 µg/ml 

>0,05 

>0,05 

>0,05 

NPs γ - Fe2O3 0,5 µg/ml vs INH NPs γ - Fe2O3 0,5 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 0,5 µg/ml vs i1 NPs γ - Fe2O3 0,5 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 0,5 µg/ml vs i2 NPs γ - Fe2O3 0,5 µg/ml 

>0,05 

>0,05 

>0,05 

NPs γ - Fe2O3 0,25 µg/ml vs INH NPs γ - Fe2O3 0,25 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 0,25 µg/ml vs i1 NPs γ - Fe2O3 0,25 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 0,25 µg/ml vs i2 NPs γ - Fe2O3 0,25 µg/ml 

>0,05 

>0,05 

>0,05 
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Tabla 3: Valores de para NPs de γ -Fe2O3 frente a cada uno de sus 
conjugados determinados a una misma concentración. 

Parámetro p 

NPs γ - Fe2O3 25 µg/ml vs RAF NPs γ - Fe2O3 25 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 25 µg/ml vs BN NPs γ - Fe2O3 25 µg/ml 

>0,001 

>0,05 

NPs γ - Fe2O3 15 µg/ml vs RAF NPs γ - Fe2O3 15 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 15 µg/ml vs BN NPs γ - Fe2O3 15 µg/ml 

>0,01 

>0,05 

NPs γ - Fe2O3 8 µg/ml vs RAF NPs γ - Fe2O3 8 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 8 µg/ml vs BN NPs γ - Fe2O3 8 µg/ml 

>0,05 

>0,05 

NPs γ - Fe2O3 4 µg/ml vs RAF NPs γ - Fe2O3 4 µg/ml 

NPs γ - Fe2O3 4 µg/ml vs BN NPs γ - Fe2O3 4 µg/ml 

>0,05 

>0,05 

 


