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ABSTRACT 

 

Actualmente existe un gran interés por la nanotecnología dada su posible aplicación en diversas 

áreas, haciendo uso de las propiedades únicas que presentan los objetos a esta escala. Los 

principales productos de la nanotecnología son los nanomateriales, los cuales pueden ser 

naturales o artificiales. En este trabajo se ha buscado combinar distintos tipos de nanomateriales 

para la generación de nanohíbridos, los cuales combinan en el mismo nanosistema materiales 

distintos. Esto permite que el material resultante brinde características ventajosas frente a sus 

contrapartes aisladas. Se estudió la formación de nanohíbridos utilizando estrategias distintas y 

diferentes materiales inorgánicos combinados con virus-like particles (VLP). Se denomina VLP 

a las partículas formadas por las proteínas de la cápside viral que no presentan material genético 

y por ende no pueden ser infecciosas, aunque exhiben muchas de las propiedades de los virus. 

Las VLP son de gran interés para aplicaciones en biomedicina, como ser en el delivery de 

drogas, dado que pueden transportar drogas como cargas en su interior. Las ventajas que podría 

tener un híbrido VLP-material inorgánico es la posibilidad de mejorar la estabilidad del carrier. 

Intentando acercarnos a un posible uso como carrier de drogas, se prepararon materiales 

híbridos basados en VLP. En primer lugar se estudió la encapsulación de nanopartículas de oro 

y plata en el interior de VLP de Brome mosaic virus (BMV), un virus que infecta plantas. A 

partir de estos estudios, se pudo observar cómo interactúan las nanopartículas metálicas con las 

proteínas para lograr la formación de la VLP. Se determinó que es posible la formación de VLP 

encapsulando más de una nanopartícula dentro. En segundo lugar, se estudiaron distintas 

estrategias de unión a nanopartículas de sílica de VLP de Norovirus, un virus humano causante 

de la enfermedad gastroenterocolitis. Se observaron las propiedades que le otorga la sílica, un 

material inerte, al evaluar la estabilidad de las cápsides luego de la unión a la misma y su 

citotoxicidad frente a dos líneas celulares. Los ensayos de citotoxicidad sugirieron que los 

híbridos en las condiciones evaluadas no presentan citotoxicidad. Además, se logró caracterizar 

de forma exitosa dichos nanohíbridos a través de diferentes técnicas que brindaron información 

acerca de su forma y distribución de tamaño. Estos resultados constituyen la base de futuros 

análisis en los que se integrarán drogas a los híbridos para estudiar su uso potencial como 

carriers en sistemas biológicos.   
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Nanotecnología y sus aplicaciones.  

 

Las nanotecnologías se basan en el diseño y producción de objetos a escala nanométrica. Los 

nanomateriales son uno de los principales productos de las nanotecnologías (1,2). Existen 

nanomateriales naturales y artificiales, los primeros provienen de la naturaleza, como por 

ejemplo los virus, proteínas transportadas por la sangre que son esenciales para la vida, algunos 

minerales, ópalos, entre otros. En cambio, los nanomateriales artificiales son producidos a 

través de procesos de fabricación ingenieriles con el fin de obtener artefactos y estructuras 

comerciales, por lo que son de particular interés (3). 

 

De acuerdo al número de dimensiones que se encuentren en el régimen nanométrico, los 

nanomateriales se pueden clasificar en cuatro tipos (Figura 1) (3,4): 

 Materiales de dimensión cero, donde las tres dimensiones se ubican en el régimen 

nanométrico. Aquí es donde se encuentran las nanopartículas. 

 Materiales de una dimensión. Tienen una longitud variable, pero conservan una sola 

dimensión en el régimen de los nanómetros, como es en el caso de los nanoalambres y 

nanotubos. 

 Materiales de dos dimensiones, con áreas de tamaño indefinido, mantienen su espesor en 

el orden de 1 a 100 nm. Por ejemplo, las películas delgadas. 

 Materiales de tres dimensiones, donde los sólidos tridimensionales están formados por 

unidades nanométricas. 

 

 

Figura 1. Clasificación de nanomateriales. (a) Materiales de dimensión cero, como ser esferas o agregados, (b) 

materiales de una dimensión, como nanofibras o nanotubos, (c) materiales de dos dimensiones, como películas, platos 

o redes, (d) materiales de tres dimensiones. Extraído del libro Introduction to nanomaterials (3). 
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Haciendo uso de estos nanomateriales, se han logrado obtener nuevas propiedades que los 

materiales no presentan a escala macro y que tienen el potencial para generar grandes impactos 

en los campos de la medicina, electrónica, óptica, cosmética, textil, tecnología de la información 

y protección ambiental (1-3). Por ejemplo, la nanotecnología se puede utilizar para diseñar 

fármacos que pueden tener como blanco órganos específicos o células cancerosas en el cuerpo, 

de forma de aumentar la efectividad de la terapia. Los nanomateriales también pueden ser 

añadidos al cemento, ropa u otros materiales para hacerlos más fuertes y a su vez más ligeros 

(3). 

 

1.1.1 Nanopartículas  

 

Las nanopartículas son objeto de intensa investigación científica, debido a una amplia variedad 

de aplicaciones potenciales en los campos biomédicos, ópticos, y electrónicos (5-7). Las 

razones por la cuales el uso de nanopartículas es atractivo están basadas en sus propiedades 

importantes y únicas, como por ejemplo que son del mismo rango de tamaño que las 

biomoléculas. También poseen un área superficial mucho mayor, si se las compara con la 

misma masa de material producido en un tamaño más grande. Esto puede hacer a los materiales 

más químicamente reactivos, ya que algunos materiales que son inertes en un tamaño mayor, 

son reactivos en escala nanométrica afectando las propiedades eléctricas y de solidez (8).  

 

En el caso de las nanopartículas inorgánicas, gracias a su tamaño nanométrico, tienen 

propiedades físicas muy interesantes como ser diferentes propiedades fluorescentes o 

magnéticas. El uso de dichas propiedades ha permitido el desarrollo de biosensores más 

sensibles y selectivos, nuevas terapias y unir diagnóstico con terapia en un mismo dispositivo.  

 

Las nanopartículas orgánicas e inorgánicas también pueden ser utilizadas como estructuras 

multifuncionales permitiendo la incorporación de diferentes biomoléculas a su superficie o 

dentro de nanopartículas huecas, esto se usa por ejemplo para atravesar membranas biológicas 

con más facilidad. El incremento de la solubilidad o estabilidad de biomoléculas o drogas es 

también una de las características de las nanopartículas más usadas para el desarrollo de la 

formulación de nuevas drogas (9). 

 

1.1.1.1 Caracterización de nanopartículas 

 

La caracterización de los materiales, es decir, la determinación de la forma, tamaño, 

distribución, propiedades mecánicas y químicas, es un punto muy importante. Dado que sirve 

para dos propósitos, primero como control de calidad y como parte de investigación, y también 

para el desarrollo de nuevos procesos, materiales y productos (8). Por lo que la caracterización 
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de nanopartículas es importante para comprender y controlar la síntesis y aplicaciones de las 

mismas. Este estudio se realiza usando una variedad de técnicas como ser: 

 Microscopia electrónica de transmisión y de barrido (TEM y SEM, por su nombre en 

inglés Transmission Electron Microscopy y Scanning Electron Microscopy, 

respectivamente).  

 Microscopia de fuerza atómica (AFM, por su nombre en inglés Atomic Force 

Microscopy). 

 Dispersión dinámica de luz (DLS, por su nombre en inglés Dynamic Light Scattering).  

 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS, por su nombre en inglés 

X-Ray Photoelectron Spectroscopy). 

 Difractometría de rayos X (XRD, por su nombre en inglés Powder X-Ray 

Diffractometry). 

 Espectrometría infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por su nombre en inglés 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy). 

 Fluorimetría diferencial de barrido (DSF, por su nombre en inglés Differential scanning 

fluorimetry) 

 Determinación de potencial zeta. 

 Espectroscopia UV–Vis.  

 

Estas técnicas son utilizadas para la determinación de diferentes parámetros ya sea el tamaño 

de la partícula, la forma, dimensiones, cristalinidad y tamaño de poro. Además, la orientación, 

intercalación y dispersión de nanopartículas y nanotubos en materiales nanocompuestos pueden 

ser determinadas por dichas técnicas. Por ejemplo, la morfología y el tamaño de la partícula 

pueden ser determinados a través de TEM, SEM y AFM. La ventaja de AFM con respecto a los 

microscopios tradicionales, como SEM y TEM, es que mide imágenes tridimensionales por lo 

que la altura y el volumen de la partícula pueden ser calculados. Además, el DLS se usa para la 

determinación de la distribución de tamaño de las partículas. La difracción por rayos X se 

emplea para estudiar la cristalinidad, mientras que la espectroscopia UV-Vis se utiliza para 

confirmar la formación de la muestra. La técnica DSF permite estudiar la desnaturalización 

térmica de una proteina bajo una variedad de condiciones. Por último, el potencial zeta es una 

medida de la estabilidad de una partícula e indica el potencial que se requiere para penetrar la 

capa de iones circundante en la partícula para desestabilizarla. En el presente estudio se trabajó 

con cinco de estas técnicas de caracterización de nanopartículas, estas fueron TEM, DLS, 

espectroscopia UV-Vis, DSF y potencial zeta (8,10-12).   

 

1.2. Materiales híbridos y sus aplicaciones en la biomedicina 

 

El creciente avance en la nanotecnología genera la necesidad de obtener nuevos nanomateriales, 

que presenten características ventajosas frente a sus contra partes utilizadas normalmente. Es 

por esto que se comenzó a innovar en materiales híbridos, dado que combinan dos o más 

materiales distintos en el mismo nanosistema, otorgando la capacidad de obtener materiales 
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avanzados con múltiples funcionalidades. Las posibilidades de crear híbridos son muy extensas, 

por lo que se procederá a indagar más a fondo sobre algunos nanohíbridos existentes (13-15). 

 

Los nanomateriales metálicos, más específicamente, compuestos por Au, Ag, Pt y Pd, se han 

convertido en herramientas fundamentales para diversas aplicaciones tanto en el área 

electrónica, biomédica y catalítica. Esto se debe a sus propiedades electrónicas, catalíticas y 

ópticas únicas, las cuales están asociadas a su composición, tamaño, morfología y 

características de superficie (16-21). En muchos casos se hace necesario la utilización de 

materiales orgánicos, como ser polímeros sintéticos, pequeñas moléculas y macromoléculas 

para recubrir las superficies metálicas evitando que dichas nanopartículas se agreguen, dando 

origen a materiales nanohíbridos (22-29). Estos nanomateriales tienden a presentar propiedades 

sinérgicas, a diferencia de las que presentan cada uno de los elementos por separado. Lo cual 

permite ampliar las áreas en las que pueden ser aplicados (30-34). Dependiendo de los 

componentes estructurales de las nanopartículas hibridas, será la función que pueda destinársele 

a las mismas. Los componentes estructurales, como ser liposomas, micelas, sílica mesoporosa 

o biomimética, polímeros o virus, pueden transportar fármacos. Mientras que los componentes 

como GNP (Nanopartículas de oro, del inglés Gold Nanoparticles) o algunos nanotubos de 

carbono permiten la terapia por fotoablación, que consiste en romper uniones moleculares 

destruyendo el tejido por medio de volatilización, al aplicarse un láser a determinada longitud 

de onda, siendo muy utilizado para el tratamiento contra el cáncer (35). 

 

En el caso de la medicina y el diagnóstico molecular, se han desarrollado nanohíbridos 

combinando nanopartículas metálicas con nanopartículas de sílica para detectar tejido enfermo 

sin comprometer los tejidos saludables. Además, al ser combinadas con biomarcadores 

específicos pueden ser utilizadas para observar el contexto en el que se encuentran las células 

afectadas por la enfermedad, tanto in vivo como in vitro. Por otra parte, los nanohíbridos pueden 

ser utilizados para mejorar las técnicas de imagenología, brindando la posibilidad de detectar 

específicamente las células enfermas y permitiendo su visualización en tiempo real (36). 

 

Los híbridos que combinan nanopartículas inorgánicas con moléculas naturales, como ser 

lípidos y proteínas, son de gran interés debido a las posibles aplicaciones que podría dárseles, 

principalmente en el área de la biomedicina. Existen péptidos sintéticos que presentan 

similitudes con las proteínas capaces de nuclear la sílica, por lo que pueden utilizarse para el 

diseño de andamios moleculares que posibilitan la inducción de la formación de las 

nanopartículas de sílica permitiendo controlar dicho proceso. Por ejemplo, el lanreótido, un 

análogo sintético de la somatostatina, forma geles al ser colocado en agua. Dichos geles 

consisten en nanotubos peptídicos, que al agregarle alcóxidos de silicio el gel comienza a 

disociarse mientras se da la formación de un híbrido sílica/lanreótido. Lo interesante de este 

híbrido es que los tubos presentan una estructura de dos paredes que consiste en capas de sílica-

péptido-sílica (36,37). A partir de esto, se comenzó a buscar si péptidos podían catalizar la 

formación de sílica. Se observó que las proteínas con propiedades autoensamblantes tenían la 
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capacidad de funcionar como andamios moleculares para la biosilicificación (38), por lo que se 

comenzó a estudiar las cápsides virales. 

 

Debido a la afinidad que presenta la sílica con los componentes externos de la cápside viral, los 

nanohíbridos compuestos por virus y sílica son de gran interés gracias a las propiedades que 

presentan los virus para desenvolverse dentro del organismo. Además, la forma de la cápside 

viral y la función que el virus pueda llevar a cabo, son propiedades sumamente interesantes 

para los nanohíbridos que se pueden obtener (13). Las cápsides virales pueden tener formas 

geométricas muy variadas desde tubos, como ser el virus mosaico del tabaco (TMV) de 300 

nm, como se muestra en la Figura 2a, hasta formas icosaédricas como el Cowpea Mosaic Virus 

(CPMV) de 28 nm (Figura 2c) y pueden ser consideradas como posibles “bloques” para la 

construcción de diferentes materiales (39). Es por esta razón que han sido objeto de estudio 

como bloques para la biosilicificación (40,41). Este proceso se ha evaluado mediante la 

utilización de precursores minerales, en las condiciones para que se dé la mineralización en 

presencia de TMV, donde se evidenció que varias reacciones pueden ser llevadas a cabo en la 

superficie de la cápside viral. Por otra parte, cuando se hidroliza TEOS (tetraetilortosilicato) y 

ocurre la condensación a bajas concentraciones de TMV, una capa fina de sílica amorfa logra 

cubrir la superficie de la cápside viral (41). Debido a esto, se procedió a estudiar las propiedades 

de calcinación del TMV en conjunto con los precursores de las nanopartículas de sílica (Figura 

2d) (42). Otro virus utilizado para la obtención de estructuras de sílica es el bacteriófago T4 

(Figura 2b), que mediante la condensación de TEOS con APTES ((3-

Aminopropil)trietoxisilano), un amilosilano utilizado frecuentemente para la funcionalización 

de superficies, con el cual se logró la formación de fibras de sílica (Figura 2e) (43). Además, 

para la obtención de una estructura de sílica con cierta porosidad se realizaron estudios 

utilizando CPMV mediante calcinación (Figura 2f), método utilizado tanto para T4 como para 

TMV. Estos híbridos pueden tener diversas aplicaciones de interés debido a las propiedades 

que obtienen al ser combinados (13). 
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Las nanopartículas metálicas son capaces de soportar una múltiple variedad de ligandos en su 

superficie, por lo cual son consideradas como candidatas para la biomedicina. Dentro de los 

ligandos utilizados se encuentran anticuerpos, lípidos y proteínas (44). Por ejemplo, GNP 

cubiertas con lípidos han sido desarrolladas para simular las partículas lipoproteícas de baja 

densidad, con el fin de estudiar cómo interacciona con ciertas proteínas de la membrana lipídica 

de las células (45). Se ha observado que las GNP pueden ser funcionalizadas a diversas 

moléculas, ya sea ADN, polietileneimina (PEI), tioles y otras más para poder ser transfectadas. 

También pueden ser modificadas y conjugadas a proteínas o péptidos ideales para actuar en el 

núcleo de las células (46). La habilidad de las GNP de lograr conjugarse fuertemente con 

moléculas biológicas ha sido muy explotada para tratamientos de cáncer, además de que se 

puede utilizar para el delivery de drogas (47). Se ha demostrado que funcionalizando agentes 

blanco, como ser anticuerpos o moléculas con afinidad a las células diana, a GNP se puede 

utilizar como una terapia viable para cáncer (48). Las GNP son capaces de convertir energía 

óptica en calor. Esto ocurre por la emisión cercana al infrarrojo la cual es particularmente usada 

para la terapia fototérmica, dado a la penetración de irradiación en los sistemas vivos (49-51). 

Entonces usando esta propiedad única, las nanopartículas pueden ser empleadas como una 

cirugía no-invasiva para matar células cancerígenas y remover tejidos enfermos (52). Además, 

este efecto fototérmico puede ser utilizado para mejorar la permeabilidad de la droga y controlar 

la liberación de la misma. Las “nanojaulas” de Au, que consisten en sistemas huecos de Au con 

agujeros en las esquinas truncadas, son recubiertas con una capa de un copolímero con una 

temperatura mínima crítica de 39 ºC. Por debajo de dicha temperatura, el polímero es soluble 

en agua y tiene una conformación extendida que mantiene a la droga atrapada dentro de la 

“nanojaula”. Pero cuando la temperatura es mayor a 39 ºC, el polímero pasa a ser hidrofóbico 

Figura 2. Ejemplos del potencial de los virus como andamios moleculares para generar 

estructuras de sílica. Se observan los virus: TMV (a), T4 (b) y CPMV (c), con sus respectivas 

estructuras de sílica formadas a partir de dichos virus: calcinación de TMV (d),  T4 (e) y CPMV (f). 

Extraído del artículo Self-assembly in biosilicification and biotemplated sílica materials (13). 
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debido a que se da una transición de fase y colapsa, por lo que libera la droga dentro de la jaula 

de Au (Figura 3) (53).   

 

 

Las nanopartículas orgánicas presentan una importante ventaja frente a las inorgánicas, dado 

que son biodegradables, por lo que pueden superar el riesgo de toxicidad crónica que pueden 

generar partículas que no lo son (54,55). Es por esta razón que se han utilizado mucho las virus-

like particles (VLP) como carriers de moléculas terapéuticas (19), ya sea drogas anti-cáncer o 

el uso de virus modificados para la oncólisis viral, es decir, la destrucción de las células 

cancerígenas por la replicación de virus (56). Un ejemplo de asociación de nanomateriales es 

el de nanopartículas de sílica con virus para aplicaciones de delivery de drogas. Para tratamiento 

de cáncer se ha probado encapsular adenovirus competente para replicarse en materiales de 

sílica, con el fin de provocar una oncólisis viral (57). Aunque la caracterización morfológica de 

la construcción virus-sílica es incierta, el virus embebido en la cápsula de sílica tuvo una notoria 

actividad antitumoral en un modelo de cáncer de páncreas. Además, la encapsulación con sílica 

logró la desencadenación de una respuesta inmune significativamente menor a la observada con 

las partículas virales solas. 

 

La Figura 4 muestra de forma esquemática mucha de las aplicaciones biomédicas de los 

materiales nanohíbridos.  

Figura 3. Ilustración esquemática del funcionamiento del sistema de “nanojaula”de Au. Se utiliza la 

vista de un lado de la jaula para la ilustración. Bajo la exposición de un láser, la luz es absorbida por la 

“nanojaula” y convertida en calor, lo que genera que el polímero inteligente colapse resultando en la 

liberación de la droga anteriormente cargada. Cuando el láser se apaga, las cadenas del polímero se van a 

relajar en su conformación extendida y se corta la liberación de droga. Extraído del artículo Gold nano-

cages covered by smart polymers for controlled release with near-infrared light (53).  
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1.3 Toxicidad de nanopartículas. 

 

Debido que las nanopartículas son utilizadas para detectar y tratar enfermedades humanas, es 

necesario entender qué efecto tienen cuando se utilizan, siendo esto crucial para que puedan ser 

aplicadas clínicamente. Por lo que, es importante que la investigación en nanotecnología logre 

descubrir y entender los múltiples factores que influencian la toxicidad de las nanopartículas 

para que sus propiedades no deseadas puedan ser evitadas. Por ejemplo, la toxicidad de la 

mayoría de los virus que son utilizados para aplicaciones en nanotecnología no ha sido evaluada 

aún. Estas nanopartículas pueden ser basadas en virus vegetales o virus patógenos, ya sean o 

no patógenos humanos. Por lo que las nanopartículas basadas en virus que no afectan humanos, 

presentan menos probabilidad de que interactúen con proteínas receptoras de la superficie de 

células humanas, para iniciar eventos de señalización intracelular que puedan finalizar en 

efectos tóxicos (59). Sin embargo, es imprescindible el estudio y la caracterización a fondo de 

estas nanopartículas para su uso clínico. 

 

Desde el punto de vista de las nanopartículas inorgánicas, se han realizado estudios que sugieren 

que las SNP (Nanopartículas de plata, del inglés Silver Nanoparticles) son capaces de inducir 

toxicidad en los seres vivos. Se debe tener en cuenta que dichos estudios de toxicidad se 

realizaron en condiciones in vitro, que son drásticamente diferentes a las condiciones in vivo y 

Figura 4. Esquema de varias aplicaciones biomedicas de nanoparticulas empleadas para 

terapia. Entre ellas están: delivery de drogas, radioterapia, targeting de tumores, silenciamiento 

de genes, hipertermia, toxicidad e imagenologia. Extraído del artículo Noble metal nanoparticles 

applications in cancer (58). 
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a concentraciones bastante elevadas de SNP. Por lo que se requieren de más estudios para poder 

confirmar el efecto tóxico de las SNP en los seres vivos, antes de concluir que son tóxicas (60). 

Para el caso de las GNP por más que los resultados generales que han sido reportados muestran 

controversia acerca de la toxicidad de dichas partículas, se cree que la absorción y la toxicidad 

de las GNP pueden ser controlables y manipuladas. Se ha demostrado la habilidad de 

“desintoxicar” y regular la absorción, de estas nanopartículas, a través de la funcionalización 

con ligandos inteligentes y benignos a la superficie de las GNP (61). Por último, la información 

existente acerca de la toxicidad de las nanopartículas de sílica tanto in vivo como in vitro sigue 

siendo controversial. Muchos estudios in vitro para potenciales aplicaciones farmacológicas, 

han demostrado que la sílica mesoporosa y biomimética no afectan la viabilidad celular o la 

integridad de la membrana plasmática (62,63). Otros estudios proveen evidencia que las 

nanopartículas de sílica generan toxicidad, dependiendo de una variedad de factores como ser 

la dosis, tiempo de exposición y tamaño (64). 

 

En este trabajo nos hemos enfocado en la generación de híbridos utilizando VLP, sílica 

biomimética y nanopartículas metálicas. Por ello, nos detendremos en explicar las 

características de cada uno de estos materiales nanométricos.  

 

1.4 VLP 

 

En el correr de los años se ha descubierto que los virus pueden ser herramientas útiles para gran 

variedad de aplicaciones, como por ejemplo para el desarrollo de vacunas contra enfermedades 

virales (65-67). Se denomina VLP a una partícula formada por la cápside viral que carece de 

material genético, por lo tanto no presenta la capacidad de replicarse ni de ser infecciosa. Estas 

partículas proteicas se basan en la habilidad intrínseca que presentan varias subunidades de la 

estructura viral de auto-ensamblarse espontáneamente formando las VLP, lo cual también 

ocurre cuando se trata de proteínas recombinantes. Debido a que su función en la naturaleza es 

la de proteger y encerrar el material genético, se trata de materiales a escala nanométrica con 

propiedades químicas y físicas robustas, las cuales le permiten resistir temperaturas y pH 

extremos (68,69).  

 

Las VLP se han convertido en una herramienta tecnológica ampliamente aceptada, 

principalmente en el área de desarrollo de vacunas debido a que la base de su inmunogenicidad 

innata radica en su estructura tridimensional, tan así que ya existen productos comercializados 

basados en VLP. A pesar de esto, resulta evidente que no todas las VLP generadas son 

apropiadas para su aplicación en el desarrollo de vacunas, algunas son producidas para facilitar 

la comprensión del proceso de ensamblado del virus, así como su morfología y arquitectura 

(70,71). Las singulares ventajas que presentan han impulsado el desarrollo de VLP como 

herramientas para terapia génica, la generación de nuevos materiales y en delivery de drogas. 

Esto último es debido a que las VLP están compuestas por proteínas capaces de ser reconocidas 
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por receptores de membrana permitiendo su endocitosis a la célula. Además, las VLP no son 

tóxicas dado a que su degradación genera proteínas, permitiendo llevar un cargo que, en 

microambientes específicos, es capaz de ser liberado en aquellas células afectadas (72). 

 

Existen varios sistemas de expresión para la producción de VLP recombinantes, como ser varias 

líneas celulares de mamífero transfectadas; sistemas de células de insecto; diferentes especies 

de levaduras dentro de las cuales se encuentra Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris; 

bacterias como Escherichia coli; y plantas transfectadas (65,71,73). 

 

Las VLP presentan gran interés desde el punto de vista científico, dado que pueden producirse 

fácilmente en cantidades que rondan los miligramos a escala de laboratorio y utilizando una 

metodología económica para su purificación. Las partículas que se obtienen son de tamaño 

nanométrico y generalmente son simétricas, polivalentes y monodispersas, dado que para cada 

virus las partículas son idénticas entre sí (74). Las cápsides virales pueden ser icosaédricas o en 

forma de bastón, con tamaños que varían desde 20 nm a 800 nm y de 20 nm a 2 μm, 

respectivamente (74,75). Además es posible la incorporación selectiva de materiales orgánicos 

o inorgánicos en zonas específicas de las VLP, por lo que se puede tener un control preciso 

sobre el tamaño, el espacio interno y en el ensamblado de nanomateriales que resulta en 

nanoarquitecturas reproducibles y uniformes (76). 

 

Debido a que sus ventajas les permiten ser usadas para diversas aplicaciones, estas últimas se 

pueden dividir en:  

 Bioconjugación: debido al carácter proteico de las cápsides virales, es posible utilizar 

protocolos de conjugación las cuales permiten unir ácidos nucleicos, polímeros y 

moléculas pequeñas a la superficie externa e interna de las partículas virales (77-80). En 

la Figura 5 se observa la formación de la VLP donde se incorporan aminoácidos no 

naturales en la superficie de la misma, esto permite unir covalentemente los péptidos de 

interés afuera de la VLP. 

Proteína de VLP 

Aminoácidos 

no naturales 

Péptidos de 

interés  + 

VLP formada con los aminoácidos 

no naturales en los extremos VLP conjugada con los péptidos 

Figura 5. Esquema de la formación de VLP bioconjugada a una proteína de interés. Se observa cómo 

se puede conjugar la VLP a una proteína para su utilización en distintas áreas de biomedicina. Modificado 

de James Swartz Research group (81).  
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 Encapsulación de Cargas Artificiales: las principales funciones de la cápside viral son 

proteger el genoma viral, considerado la carga natural, y dirigir dicha carga a las células 

blanco permitiendo el ciclo de replicación viral. Por esta razón, han buscado adaptar las 

propiedades naturales de la cápside viral para mantener la capacidad de auto-

ensamblarse para la encapsulación de cargas artificiales, como ser drogas o 

nanopartículas inorgánicas (82,83). En la Figura 6 se observa que la proteína que 

conforma la VLP se coloca en forma conjunta con la proteína cargo para que sea 

encapsulada al formarse la VLP. 

 

 Scaffolds virales para la síntesis de materiales: se han utilizado VLP para biomodelado, 

que es un proceso que simula la biomineralización. En donde, las VLP quedan expuestas 

a precursores metálico, donde las interacciones con los aminoácidos presentes en la 

cápside generan la nucleación del material en la cara externa de la partícula. Sus 

aplicaciones varían desde dispositivos electrónicos hasta dispositivos para la medicina 

(83-87). En la Figura 7 se observa como las nanopartículas se nuclean (a) para 

ordenarse en los sitios peptídicos a lo largo del eje del bacteriófago M13 (b), que 

presenta una forma alargada, permitiendo generar nanocables. El virus utilizado como 

scaffold es removido mediante la aplicación de calor lo cual produce la fusión de las 

nanopartículas de carbón y sílice que permite obtener un nanocable solido (c) (88). 

  

Proteína cargo 
VLP formada con la proteína 

cargo dentro  

Proteína de VLP 

Figura 6. Esquema de la formación de la VLP con la proteína cargo 

encapsulada. Se observa cómo es posible incluir un cargo dentro de la VLP. 

Modificado de James Swartz Research group (81). 
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 Scaffolds para la ingeniería de tejidos: La aparición de las VLP ha logrado interesar 

científicos expertos en distintas áreas permitiendo combinar diferentes habilidades para 

el diseño y la síntesis de materiales para la ingeniería de tejidos. Debido a que se pueden 

modificar las VLP a través de la química o la genética, se pueden simular las 

condiciones existentes en la matriz extracelular permitiendo así controlar la 

diferenciación de tejidos (82,83). 

 

1.4.1 VLP basadas en BMV y Norovirus 

 

Debido a que las características de las VLP dependen del tipo de virus que se utilice, se va a 

describir a continuación los dos virus utilizados en el presente trabajo, el BMV y Norovirus.  

 

BMV es un virus de plantas con ARN de 8.216 kb y no envuelto, que pertenece al género 

Bromovirus en la familia Bromoviridae (89). Es un miembro del subgrupo alphavirus-like de 

virus ARN de simple hebra de sentido positivo. El genoma de BMV está compuesto de tres 

ARN mensajeros, pero el gen de la proteína de la cápside es expresado de un ARN subgenómico 

que se sintetiza a partir de la progenie (90). Para un número de triangulación T=3, que refiere 

al número de triángulos pequeños formados en una sola cara del icosaedro, las partículas son 

de un diámetro de 28 nm con un núcleo interior de 18 nm de diámetro. La cápside viral es 

icosaédrica, compuesta por 180 subunidades idénticas de una sola proteína de 19,4 kDa que 

forma subunidades pentaméricas o hexaméricas (91-93). La estructura de la cápside proteica 

(a) 

(b) 

(c) 

Figura 7. Virus como template para la obtención de nanocables. En (a) se observa 

como las nanopartículas de carbón con sílice se nuclean para unirse de forma ordenada 

a la cápside viral (b) y posteriormente formar un nanocable (c). Extraido del artículo 

Advancing toward fimer circuitry (88). 
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sigue el mismo patrón que muchos virus icosaédricos simples (94). Esto quiere decir que esta 

organización típica incluye un dominio rico en arginina, cargado positivamente y flexible que 

interactúa electrostáticamente con el ácido nucleico dentro de la cápside. También presenta un 

dominio exterior, de estructura muy bien definida, responsable de la organización icosaédrica 

por las interacciones entre las proteínas de la cápside (Figura 8) (95). La organización 

estructural y el hecho que la cápside puede ser fácilmente desensamblada y re-ensamblada in 

vitro, posiciona a BMV como un sistema modelo para el ensamblaje de virus ARN simple hebra 

icosaédricos (96). 

 

El BMV tiene la posibilidad de desensamblarse paulatinamente, proceso que es reversible. Para 

poder hacer un seguimiento de este proceso una opción es la utilización de fluorocromos 

extrínsecos. Estos son muy utilizados para tener un control de la integridad de la proteína, 

especialmente con la caracterización de variantes conformacionales, como por ejemplo los 

inducidos por estrés del ambiente o cambios químicos de la proteína, así como varios tipos de 

agregados que puedan generar cambios en la morfología o tamaño. En el mercado hay una gran 

variedad de fluorocromos extrínsecos, pero en este trabajo se utilizaron dos. El Sypro Orange 

(SO, máximo de excitación 472 nm, máximo de emisión 569 nm) y el Sypro Red (SR, máximo 

de excitación 547 nm, máximo de emisión 635 nm). Se utilizan mucho en caracterización de 

proteínas, haciendo posible obtener resultados a partir de volúmenes muy pequeños por lo que 

son excelentes para estudios de alto rendimiento (high- throughput) para detectar cambios 

conformacionales o agregaciones (97-99). 

 

En el estado ensamblado del virus el contacto de los residuos hidrofóbicos de las proteínas de 

la cápside con el solvente hidrofílico es minimizado, por lo que los fluorocromos exhiben una 

baja emisión. Un incremento gradual del pH, conlleva al comienzo del desensamblaje del virus 

y más áreas hidrofóbicas son expuestas, las cuales son reportadas como un aumento en la 

18 nm 

28 nm 

Potencial positivo  Potencial negativo  

Figura 8. Representación del BMV con los potenciales de carga. Se observa en 

rojo el potencial de carga negativo hacia el exterior y en azul el potencial positivo en 

el interior del virus, donde se generan interacciones electrostáticas con la carga 

negativa del ácido nucleico. Extraído del artículo The crystallographic structure of 

brome mosaic virus (91).
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emisión de fluorescencia. En muchos casos, los efectos de agregación son observados cuando 

las proteínas se despliegan y esto puede conllevar al plegado de áreas hidrofóbicas en moléculas 

individuales de proteínas resultando en una disminución de la emisión de fluorescencia (Figura 

9) (100). 

 

Los Norovirus pertenecen a la familia Caliciviridae, son virus pequeños no envueltos 

icosaédricos, con número de triangulación T=3 y de un diámetro aproximado de 27-40 nm. 

Actualmente son las principales causas de epidemias de gastroenterocolitis no-bacterianas tanto 

en países desarrollados como en desarrollo (101). Los Norovirus se han clasificado en cinco 

genogrupos en base a la identidad aminoacídica en la secuencia de la proteína principal de 

cápside (VP1) (102), dicha clasificación va desde el genogrupo I (GI) al genogrupo VI (GVI). 

Entre todos ellos solo los genogrupos I, II y IV pueden infectar a humanos y causar brotes de 

casos de Norovirus en la comunidad. Mientras que las cepas que infectan vacas y ratones se 

encuentran en GIII y GV, respectivamente. Además, se han identificado más de 25 sub-

genotipos diferentes de GI y GII, siendo el sub-genogrupo GII-4 el más frecuentemente 

detectado como mayor patógeno por ser de los casos más reportados (103). Recientes estudios 

han demostrado que estos virus evolucionan a lo largo del tiempo a través de una serie de 

cambios en la secuencia de VP1 que permiten evadir la inmunidad en la población humana 

(103,104). 

 

El genoma de Norovirus es ARN simple hebra de sentido positivo, aproximadamente de 7,7 kb 

de largo y codifica para tres ORFs. Los ORF1 y ORF2 codifican a VP1 que es la principal 

proteína de cápside y VP2 que es la menor proteína estructural, respectivamente (105). El virión 

de Norovirus está compuesto por 90 dímeros de VP1 y de una o dos copias de VP2 (106). La 

proteína VP1 varía entre 530 a 555 aminoácidos, lo que equivale a 58-60 kDa y tiene un punto 

Figura 9. Representación de la interacción del fluorocromo con las zonas hidrofóbicas de la proteína a 

medida que sufre cambios conformacionales. Cuando se encuentra plegada la proteína el fluorocromo no tiene 

casi interacción con residuos hidrofóbicos por lo que no emite fluorescencia pero cuando esta comienza a 

desplegarse el fluorocromo se une a dichos residuos y emite fluorescencia. Llega un punto donde la proteína pasa 

de estar completamente desplegada (emisión máxima de fluorescencia) a un estado agregado donde la emisión de 

fluorescencia disminuye. Extraído del libro Methods of Molecular Analysis in the Life Sciences (100). 

Plegada Desplegándose 

(Unión del 

fluorocromo) 

Desplegada 

(Máxima emisión) 

Agregación 

(Disminución de 

emisión) 

Agregada 
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isoeléctrico teórico de 5,6. Esta proteína se pliega en dos dominios principales, el dominio de 

coraza (S, por su nombre en inglés Shell) y el dominio protruyente (P, por su nombre en inglés 

Protruding). El dominio S se localiza desde el extremo N-terminal hasta el aminoácido número 

225 y contiene los elementos esenciales para la formación del icosaedro. El dominio P está 

constituido por los aminoácidos restantes y se subdivide en dos dominios, P1 y P2 (Figura 10). 

Es el responsable de los contactos que generan la dimerización de la proteína que incrementan 

la estabilidad de la misma y de las protrusiones con forma de copa que salen de la cápside. Se 

ha observado que los dominios S y P1 presentan un grado relativo de conservación de secuencia, 

mientras que P2 es una región hipervariable que se cree estar relacionada con el rol importante 

de unión a receptor y reactividad inmune (107) 

 

Se ha observado que VP1 se ensambla y forma la cápside viral en ausencia de VP2, aunque 

evidencia reciente sugiere que podría tener un rol en la estabilidad de la partícula (108) y parece 

ser esencial para la producción de virus infectivos (109). La proteína VP2 varía entre 208 a 268 

aminoácidos, lo que equivale a 22-29 kDa y exhibe una gran variabilidad a lo largo de la 

secuencia entre cepas (110). Las funciones de esta proteína en el ciclo de replicación del virus 

no son conocidos, pero está claro que VP2 es la menor proteína estructural presente de a una o 

dos copias por virión (105). 

  

Figura 10. Esquema de los dominios de VP1 (izquierda) y modelizacion de un monomero de VP1 (derecha). 
El esquema muestra los dominios de VP1 con los mismos colores utilizados para cada region en el modelizado. 

En verde se observa el dominio N-terminal que se encuentra hacia el interior de la particula (aminoacidos 10-49). 

El dominio de coraza (S) esta en amarillo (aminoacidos 50-225). En rojo se observa el subdominio P1 que va desde 

los aminoacidos 226-278 y 406-520. El dominio P2 en azul va desde los aminoacidos 279-405. Extraído del 

artículo X-ray crystallographic structure of the Norwalk virus capsid (107). 
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1.5 Nanopartículas inorgánicas  

 

1.5.1 GNP 

 

Las GNP han sido muy utilizadas en los campos de electrónica (111), donde se han usado como 

conectores de resistores, conductores y otros elementos de chips electrónicos. También, como 

ya se mencionó, son utilizadas en el campo de la biomedicina en terapia fotodinámica (112) 

dado que se usan GNP que absorben cercano al infrarrojo, porque generan calor cuando se las 

excita a longitudes de onda de 700 nm a 800 nm, permitiendo así eliminar células tumorales 

blanco. Su uso para delivery de agentes terapéuticos (113) ha sido muy estudiado, ya que se 

puede recubrir la superficie de las GNP con diferentes moléculas.  Además, se han usado mucho 

para diagnóstico (114), siendo capaces de detectar biomarcadores de una gran variedad de 

enfermedades u otras biomoléculas como ocurre en el caso de los test de embarazos. Otras 

aplicaciones que tienen son su uso en la fabricación de sensores (115), sondas usadas para 

imagenología (116) y para catálisis (117) de un gran número de reacciones químicas. 

 

La química de la superficie de las GNP es muy versátil, lo que permite recubrirlas con polímeros 

y pequeñas moléculas que minimizan la agregación (Figura 11). El estudio de las propiedades 

químicas y bioquímicas de estas nanopartículas surge por la fuerte afinidad de unión del Au 

con tioles, disulfuros, fosfinas y aminas (118-120). El polímero más ampliamente utilizado 

como recubrimiento es el polietilenglicol (PEG) que es un poliéter ampliamente empleado en 

diversos campos, como ser en la industria. Dicho polímero presenta carga neutra y es altamente 

hidrófilo, evitando de este modo la adsorción de proteínas no específicas en la superficie de la 

nanopartícula, la absorción por el sistema reticuloendotelial y proporciona un aumento en los 

tiempos de circulación en sangre (121-123). La fuerte afinidad del Au por los tioles y las aminas 

permite a diferentes ligandos biológicos recubrir la superficie de Au, como por ejemplo ADN, 

péptidos, proteínas, anticuerpos, virus y receptores (Figura 11) (124,125). Por lo que el Au al 

tener la capacidad de conjugarse posee potenciales aplicaciones en varias áreas de la 

biomedicina. 
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1.5.2 SNP 

 

Las SNP tienen propiedades ópticas, eléctricas y térmicas únicas por lo que han sido 

incorporadas en los campos de la fotovoltaica, la biología y la química. Actualmente, hay un 

aumento en el interés de utilizar las propiedades ópticas de las SNP como el componente 

funcional de varios productos y sensores (127). Estas nanopartículas se han aplicado en celdas 

fotovoltaicas (128,129) y en diodos emisores de luz (130), potenciando la eficiencia de los 

dispositivos.  

 

Además de las propiedades eléctricas que tienen las SNP, también presentan una muy buena 

conductividad térmica. Los nanofluidos son una nueva clase de fluidos en la ingeniería, 

producidos mediante la dispersión de materiales de tamaño nanométrico en fluidos de base. Se 

ha observado que las SNP son capaces de aumentar la conductividad térmica sustancialmente, 

por lo que su papel en los nanofluidos constituye un gran avance tecnológico. A través de varias 

investigaciones se ha visto que la conductividad térmica de los nanofluidos de Ag disminuye a 

medida que el tamaño de la partícula se reduce (131,132). 

 

Las SNP también poseen propiedades catalíticas, últimamente han recibido una atención 

considerable por su función versátil en muchas reacciones catalíticas que involucran la 

formación de enlaces carbono-carbono, oxidación de compuestos orgánicos, remoción de iones 

metálicos y actividades antimicrobianas muy eficientes (133).  

Figura 11. Diferentes funcionalizaciones a la GNP. La unión de diferentes moléculas se da a través 

de tioles o de adsorción pasiva. Extraído del artículo Gold nanostructures: a class of multifunctional 

materials for biomedical applications (126). 
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Por último, las SNP han sido muy utilizadas como agentes anti-microbianos en la industria de 

la salud, almacenamiento de alimentos, en la industria textil y en un gran número de 

aplicaciones medioambientales. Es importante destacar que, por más que las mismas se vengan 

utilizando desde hace años, no se ha podido determinar la toxicidad de las SNP. Las SNP han 

sido empleadas en un gran rango de aplicaciones como agentes antibacterianos, desde la 

desinfección de aparatos médicos hasta tratamientos de agua (134-136). El mecanismo exacto 

por el cual las SNP causan un efecto anti microbiano no es conocido y es un tema muy debatido 

actualmente, por lo que existen muchas teorías (Figura 12). 

 

1.5.3 Nanopartículas de sílica 

 

Las nanopartículas de sílica son biocompatibles y presentan baja toxicidad, siendo estas 

propiedades excelentes para nanocarriers a ser usados en biomedicina. La estructura de las 

nanopartículas de sílica puede ser controlada variando parámetros químicos, por lo que, tanto 

el tamaño de partícula como la forma puede seleccionarse a partir de determinados ajustes. Los 

grupos presentes en la superficie son beneficiosos para posteriores modificaciones que permitan 

introducir funcionalidades adicionales, como ser, reconocimiento celular, absorción de 

biomoléculas específicas, mejora de la interacción con células y aumento del consumo celular. 

Las nanopartículas de sílica pueden preparase por métodos de moldeado, las cuales pueden 

Figura 12. Mecanismos por los cuales las SNP actúan como agentes antimicrobianos en las células 

bacterianas. Se cree que puede ocurrir un anclaje de las SNP a la pared celular o una acumulación de las mismas 

que conlleve a la muerte celular. La interacción con SNP puede generar radicales libres que pueda resultar en la 

ruptura de la membrana de la célula o produzca especies reactivas de oxígeno, en ambos casos termina en muerte 

celular. También se maneja el hecho que la Ag reaccione con P o S del ADN o que se liberen iones de Ag de las 

nanopartículas y desfosforilen sustratos del proceso de señalización para la traducción de la célula, lo cual para 

los dos casos resulta en una inhibición en el proceso de traducción. Extraído del artículo Silver coated materials 

for external fixation devices: in vitro biocompatibility and genotoxicity (134). 
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aplicarse para delivery de moléculas de diferentes pesos moleculares. Se han estudiado 

partículas de sílica en el rango de 50-200 nm como nanocarriers y delivery de antígenos, 

observándose que presentan una buena capacidad de carga, un buen desempeño al efectuar el 

delivery y la liberación de la carga (74,137-144). 

 

La formación de sílica biológica fue definida como biosilicificación y refiere a un mecanismo 

en donde las células generan nanoestructuras únicas de compuestos duros, mediante la 

utilización de proteínas como “andamios” que se ven atrapadas una vez que el material 

inorgánico se va formando. Esta reacción fomentó investigaciones para encontrar reacciones 

análogas, capaces de ser utilizadas en los mecanismos de unión. La biosílica es la sílica 

sintetizada in vivo a partir de organismos como diatomeas, radiolarios, esponjas y plantas, pero 

no debe confundirse con la sílica sintetizada in vitro donde se utilizan biomoléculas como 

péptidos y proteínas para facilitar la reacción. La síntesis in vitro es la reacción análoga la 

síntesis in vivo, la cual se utiliza para la unión de moléculas de interés a la silica (145-147). 

 

Existen dos clases importantes de biomoléculas que participan en la biosilicificación: proteínas 

fosforiladas y las poliaminas. El primer tipo de proteínas es conocido como silafinas y son 

polipéptidos policatiónicos modificados de forma única que han sido implicados en la 

biogénesis de biosílica de diatomeas (147,148). Las diatomeas son el sistema modelo predilecto 

para el estudio del proceso de la biosilicificación. Se trata de algas unicelulares que poseen 

paredes compuestas por biosílica amorfa con un micro y nano patrón especie-específico (149). 

A partir del mecanismo dentro de las diatomeas se buscó la forma de crear una ruta sintética 

para la producción de sistemas biomiméticos y bioinspirados en el mismo. Se logró aislar la 

silafina a partir de las células de la pared de diatomeas Cylindrotheca fusiformis, la cual 

demostró ser capaz de generar redes de nanoesferas de sílica en cuestión de segundos al 

agregarse una solución de ácido silícico (146,147). Desde entonces, muchas investigaciones se 

dedicaron al estudio del uso de las nanoestructuras de sílica para una gran variedad de 

aplicaciones. El desarrollo de las aplicaciones de la sílica in vitro fue más lento que lo esperado, 

debido a que se necesitaba comprender fundamentalmente los sistemas de las biomoléculas de 

sílica. A pesar de esto, se demostró su aplicabilidad en varias áreas, viendo su aplicación para 

la realización de sensores, revestimientos, catálisis y biocatálisis, delivery de drogas, materiales 

híbridos y scale-up (150).  

 

El mecanismo propuesto para la polimerización de las nanopartículas de sílica biomimética 

involucra la presencia de grupos amino no cargados en las poliaminas, lo que facilita la 

condensación de ácido silícico vía intercambio protónico reversible, lo que resulta en la 

producción de una molécula de agua. La deposición de la sílica resulta de interacciones 

específicas entre los derivados del ácido silícico, como ser el tetrametilortosilicato (TMOS) y 

la biomolécula. Por otra parte las poliaminas, como el PEI, aceleran la polimerización del ácido 

silícico y co-precipitan con la sílica. Dicha precipitación es dirigida por las poliaminas de 

cadena larga y requiere de la presencia de iones fosfatos. Los aniones fosfato sirven como 
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agentes entrecruzantes iónicos, induciendo la formación de micro gotas ricas en poliaminas y 

fosfatos que solidifican cuando se les agrega el ácido silícico (150-152). 

 

Muchos materiales de sílica nanoestructurados que fueron sintetizados, inspirados por la 

nanofabricación de sílica natural, derivaron en nanopartículas de diferentes formas como ser: 

esferas, esferas huecas, fibras y tubos (153-155). Pero las nanopartículas de mayor interés son 

las esféricas debido a sus posibles aplicaciones en el área tecnológica, para la cual se 

desarrollaron diferentes métodos con el fin de obtener diferentes tamaños de partículas a escala 

nanométrica que van de los 50 nm a los 800 nm (156). Por otra parte son muy utilizadas las 

nanopartículas de sílica mesoporosa, cuyo proceso de síntesis se diferencia del de sílica 

biomimética permitiendo obtener una superficie rugosa y no lisa. 

 

Las ventajas de la utilización de las nanopartículas de sílica biomimética son: sus bajos costos, 

dado que no son necesarios muchos reactivos químicos ni consumo energético para una síntesis 

laboriosa; síntesis rápida, ya que la unión ocurre en segundos; suave, dado que la formación de 

las nanopartículas ocurre a temperatura ambiente y a pH neutro; tamaño de escala nano, 

estabilidad química y térmica. Además, presentan alta estabilidad en soluciones acuosas, son 

inertes y polimorfas, ya que presenta la posibilidad de diseñar diferentes formas variando las 

condiciones durante la precipitación de sílica (151,157-159). Este material ha sido utilizado 

debido a su nanoestructura, que le brinda una gran área superficial, una estructura ordenada y 

una mayor estabilidad ante la presencia de fuerzas químicas y mecánicas (160). Por otra parte, 

si se las usa para posibles aplicaciones como delivery de drogas, presentan propiedades físicas 

y químicas interesantes, como ser transparentes, poco apetecidas por microorganismos y 

presentar la posibilidad de actuar como barrera, limitando el efecto del ambiente externo en el 

núcleo de la partícula. La superficie de la sílica promueve la dispersión de las nanopartículas 

en soluciones acuosas, gracias a la estabilización electroestática, lo cual resulta beneficioso para 

realizar bioensayos (159-162). En la Figura 13 (a) se observa una imagen de SEM de las 

nanopartículas sintetizadas utilizando BSA como core que permite la obtención de moléculas 

más pequeñas y no agregadas (163). 
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Existen variedad de estrategias de asociación de VLP con nanopartículas inorgánicas para la 

obtención de nanohíbridos, a continuación se describen brevemente las utilizadas en el presente 

trabajo. 

 

1.6 Encapsulación de nanopartículas  

 

La encapsulación de cargas artificiales se divide en dos subclases: la infusión de pequeñas 

moléculas dentro de la VLP ya formada y la encapsulación de materiales durante el auto-

ensamblaje.  

 

La infusión de pequeñas moléculas consiste en el mecanismo de “puertas reversibles”, que se 

abren y cierran gracias a modificaciones en el pH y en la fuerza iónica que modifican la 

estructura proteica de la cápside (164). En un ambiente ácido las VLP adquieren una 

conformación compacta, pero a medida que aumenta el pH ocurre una transición natural que 

conlleva a que las VLP se “hinchen” formando poros entre las proteínas de la cápside (Figura 

14). Este estado permite la difusión de las moléculas pequeñas, al bajar el pH las partículas se 

contraen, por ende las moléculas quedan en su interior (166,167).  

Figura 13. Imagen de microscopia de los dos tipos de nanopartículas de sílica. (a) Nanopartículas de 

sílica biomimética con BSA analizadas por SEM. (b) Nanopartículas de sílica mesoporosa analizadas por 

TEM. Extraído de Protein templated biomimetic silica nanoparticles (164) y Leong cancer research lab 

(165). 

(a) (b) 
1 µm 50 nm 
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En la encapsulación de materiales durante el auto-ensamblaje de la cápside, se coloca el 

material a encapsular, que pueden ser nanopartículas metálicas, junto con las proteínas de la 

cápside en las condiciones óptimas para que ocurra el ensamblaje. Por lo que, al formarse las 

VLP en presencia del material de interés, el material es el que va a ser encerrado dentro de las 

partículas (168-171).  Existen dos principios básicos que permiten el auto-ensamblaje de VLP 

in vitro y la encapsulación de nanopartículas sintéticas: OAS-templating y polymer-templating 

(Figura 15) (82,172).  

 

La tecnología de OAS-templating consiste en cubrir las nanopartículas con una molécula 

denominada origen de ensamblado (OAS sigla en inglés correspondiente a Origin-Of-

Assembly), la cual inicia la unión de los monómeros promoviendo el auto-ensamblado como se 

observa en la Figura 15 (a) (172-175). Mientras que la metodología de polymer-templating 

consiste en cubrir la superficie de las nanopartículas con polímeros cargados negativamente que 

simulan la carga negativa del cargo natural, como se observa en la Figura 15 (b). El polímero 

más utilizado fue el PEG, que gracias a su carboxilo terminal permite imitar al material genético 

de forma efectiva por tener carga negativa. Mientras que el carácter hidrofílico del PEG provee 

de un “molde” resistente a interacciones biomoleculares inespecíficas, evitando de este modo 

la adsorción de proteínas no específica en la superficie de la nanopartícula (176-180).  
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Min diameter: 31.945 ± 0.0981
Max diameter: 34.776 ± 0.135
Swelling pH: 6.7226 ± 0.0265

Figura 14. Ejemplo del fenómeno de hinchamiento. Modelización de BMV en su estado 

estable y cuando comienza a “hincharse” y grafico que demuestra la variación del diámetro 

de BMV a medida que ocurre este proceso. Se observa que el virus tiene como diámetro 

mínimo o en estado estable de aproximadamente 32 nm, mientras que logra un diámetro 

máximo de casi 35 nm. El pH al cual el virus comienza a “hincharse” es de 6,7.  Modelado 

realizado por la Dra. Irina Tsvetkova. 
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Para la encapsulación de nanopartículas metálicas se utiliza el procedimiento de polymer-

templating descrito para BMV consiste en desensamblar el virus, mediante un buffer a pH 7,8 

y fuerza iónica 1 M, que genera la separación de las proteínas de la cápside viral liberando el 

material genético del virus (Figura 16 (I)). Posteriormente se elimina el material genético, se 

agregan las nanopartículas funcionalizadas con PEG y se coloca en buffer a pH 7,5 y fuerza 

iónica 0,1 M (Figura 16 (2)), condiciones en la cual comienza el proceso de ensamblado 

alrededor de las nanopartículas. Para que las VLP terminen de ensamblarse, se utiliza un buffer 

pH 4,5 y fuerza iónica 0,1 M como se observa en la Figura 16 (3) (181). Por ende, las 

nanopartículas metálicas quedan en el interior de las VLP generando híbridos del tamaño de la 

cápside viral.  

  

(c) Variación del tamaño de VLP  

(b) Encapsulación Polymer-templating (a) Encapsulación OAS-templating 

Figura 15. Tecnicas de encapsulacion de VLP y como afecta su tamaño. Se observan los pasos de encapsulacion 

utilizando la tecnica OAS--templating (A) y polymer-templating (B). Mientras que en C se muestra la dependencia 

que tiene el tamaño de la VLP según el tamano de la nanoparticula utilizada y como a su vez se ve afectada su 

simetria. Modificado del artículo The art of engineering viral nanoparticles (82). 
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Mientras que la encapsulación de VLP en nanopartículas de sílica consiste en el atrapamiento 

físico para capturar proteínas mediante uniones covalentes o no covalentes, donde se forma una 

“cáscara” de sílica por fuera de la VLP que la envuelve generando su encapsulación. Debido 

que se busca la inclusión de las proteínas dentro de una matriz tridimensional, es necesario 

formar las nanopartículas de sílica en presencia de las proteínas, lo que nos permite la formación 

de híbridos de mayor tamaño (183). La utilización de materiales nanoestructurados ha 

revolucionado la unión de proteínas debido al amplio rango de aplicaciones que presentan en 

el campo de la biomedicina (184,185). En la Figura 17 se observa un esquema de como las 

nanopartículas de sílica envuelven a una o más VLP formando atrapándolas en su interior. 

  

Figura 16. Mecanismo de síntesis de VLP de BMV a partir del desensamblado de la 

cápside viral. Se da en tres pasos: desensamblaje de la cápside viral (1), comienzo del auto-

ensamblaje alrededor de las nanopartículas (2) y finalización del auto-ensamblaje de las VLP. 

Extraído del artículo Impact of charge variation on the encapsulations of nanoparticles b 

virus coat proteins (182). 

VLP 

Sílica 

+ 

VLP encapsuladas por atrapamiento 

Figura 17. Esquema de encapsulación por atrapamiento. Se intenta mostrar como la síntesis 

de las nanopartículas en presencia de la VLP permite su atrapamiento dentro del mismo. 
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1.7 Unión de VLP en superficie 

 

Otra estrategia para generar nanohíbridos es a través de la unión de proteínas a otro material, 

que puede ser a materiales inorgánicos o polímeros, permitiendo ser utilizada con distintos fines 

(186). Un material ideal debe ser inerte, estable y resistente, además de lograr evitar la 

contaminación microbiana y ser económica (183).  

 

Al emplear estrategias de unión se puede producir un incremento de la estabilidad de la 

biomolécula unida. Esto se debe a que existe una estabilización conformacional de la proteína 

gracias a la presencia de uniones multipuntuales proteína-material de interés. El término de 

estabilidad refiere a la resistencia que posee la estructura proteica hacia factores adversos, como 

ser el calor y otros factores desnaturalizantes. Por lo que se considera que una proteína es estable 

cuando preserva su integridad molecular a pesar de haber sido expuesta a un agente 

desnaturalizante (163). Dependiendo de la estrategia de unión utilizada, se puede diferenciar 

entre reversible o irreversible, donde en el primer caso la proteína puede ser desorbida del 

soporte, permitiendo así liberar la proteína cuando sea necesario; mientras que en el segundo 

caso, la proteína está unida al soporte sin posibilidad de ser liberada (187). Sin embargo, la 

unión reversible no permite alcanzar grandes factores de estabilización (162,188). 

 

En este trabajo se utilizaron dos métodos que permiten la unión de las VLP en la superficie de 

las nanopartículas de sílica biomimética, los mismos son explicados a continuación.  

 

1.7.1 Adsorción iónica. 

 

Resulta de las interacciones del tipo iónico o fuerza de atracción débiles, como ser puentes de 

hidrógeno o fuerzas de Van der Waals, de las proteínas con la superficie de las nanopartículas 

de sílica. Las proteínas adsorbidas están protegidas de agregación y proteólisis. Además de que 

las mismas no se ven modificadas a nivel conformacional, dado que se trata de un tipo de unión 

muy suave. A pesar de sus ventajas, la gran desventaja que presenta es su reversibilidad, ya que 

se puede provocar la desorción de la sílica con variaciones en el pH, temperatura y fuerza iónica 

(189,190). Dado que al aumentar la fuerza iónica los iones inorgánicos se unen con más afinidad 

a la sílica que la proteína, mientras que las modificaciones en el pH varía la naturaleza de las 

cargas en la superficie del material que se utilice y de la proteína haciendo que la misma se 

desorba (163). En la Figura 18 se observa un esquema de cómo ocurre la unión por adsorción. 
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1.7.2 Unión covalente  

 

La técnica se basa en la formación de un enlace covalente entre las proteínas y la sílica, dicha 

asociación se produce debido a que los aminoácidos de la proteína reaccionan con grupos 

reactivos en las nanopartículas de sílica. Los materiales utilizados para la formación de 

nanohíbridos deben ser insolubles, siendo de origen natural, por ejemplo agarosa o dextrano; o 

soportes sintéticos, como ser derivados de poliacrilamida o poliestireno. En la mayoría de los 

métodos es necesario incluir una etapa previa de activación del material, en este caso 

nanopartículas de sílica, utilizando un agente de unión que permita la unión covalente con la 

proteína, para que se mantengan las propiedades estructurales de la misma durante la unión, 

siendo esta última la característica más importante de esta técnica (186,191,192). En la Figura 

19 se observa un esquema de la unión donde se “activan” las nanopartículas de sílica al 

colocarle grupos funcionales que permitan la unión covalente con las VLP.  

 

Para la activación de las nanopartículas de sílica puede utilizarse el glutaraldehído, que es un 

compuesto químico de la familia de los aldehídos. Se trata de un compuesto estable sin riesgo 

de polimerización si se mantiene a concentraciones menores al 0,5%, dado que a 

concentraciones mayores se polimeriza. A nivel de toxicidad puede ocasionar sensibilización e 

irritación en piel o mucosas tras el contacto directo o la exposición a sus vapores. Tambien es 

VLP unidas covalentemente 
Sílica activada 

VLP 

+ 

Figura 19. Esquema de la unión covalente. Se muestra como las VLP se unen 

a las nanopartículas de sílica previamente activado con un agente de unión. 

VLP 

Sílica 

+ 

VLP adsorbidas 

Figura 18. Esquema de la unión por adsorción iónica. Se muestra 

como quedan las VLP absorbidas a la superficie las nanopartículas de 

sílica.  
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irritante a los ojos, vías respiratorias y sensibilizante, por lo que debe ser empleado con cuidado. 

Se trata de un reactivo bifuncional muy versátil, el cual permite la unión de proteínas de forma 

covalente a través de su amino terminal en condiciones de pH neutro. El glutaraldehído es capaz 

de originar una malla irreversible e insoluble en agua, necesaria para la estabilización de las 

proteínas dado que le brinda mayor rigidez a la estructura proteica (163). 

 

Las uniones pueden llevarse a cabo de dos formas: una utilizando nanopartículas de sílica 

previamente activadas, en donde el glutaraldehído actúa como agente de unión gracias a su 

solubilidad en solventes acuosos permitiendo que la unión se dé por intercambio iónico; y otra 

en donde las proteínas son absorbidas previamente a las nanopartículas de sílica mediante 

grupos aminos primarios, para posteriormente entrecruzar con glutaraldehído (193-198). La 

diferencia entre las dos estrategias mencionadas es que la modificación química de la proteína, 

usando sílica pre-activada, es mucho menor que cuando la enzima previamente unida es tratada 

con glutaraldehído (199). En condiciones de baja fuerza iónica, la unión de proteínas en 

nanopartículas de sílica activadas con glutaraldehído ocurre en primer lugar, mediante el 

intercambio iónico de la proteína con los grupos aminos de las nanopartículas de sílica, seguido 

por la reacción covalente que se da en menor tiempo comparada con la unión donde no se utiliza 

dicho agente (200). Ambos híbridos son más estables debido a que son capaces de resistir 

condiciones extremas de pH y temperatura (201,202).  

 

La utilización de las estrategias descritas anteriormente permite obtener materiales híbridos de 

distintos tipos y tamaños para su posible utilización como delivery de drogas. Su ventaja radica 

en que permite que la droga sea distribuida a las células que se desean tratar, implicando una 

gran diferencia con la administración de drogas normal, donde las moléculas son distribuidas a 

todas las células sin preferencia alguna, a través de la circulación sanguínea. En cambio, al 

utilizar las nanopartículas modificadas como carriers de drogas conjugadas a biomoléculas 

tienen una variedad de ventajas. Primero, se pueden usar fuerzas externas, como ser imanes en 

el caso de híbridos con nanopartículas magnéticas, para concentrar los nanohíbridos 

inorgánicos/orgánicos en una región blanco y así aumentar la posibilidad de interacción con las 

células de interés. También las nanopartículas inorgánicas pueden ser modificadas para ajustar 

la adhesión de los nanohíbridos inorgánicos/orgánicos a la membrana celular (203). Por todo 

lo mencionado, en este trabajo se buscó la generación de híbridos utilizando nanomateriales 

como aproximación para su posterior utilización como sistemas de delivery de drogas.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo General  

 

Generación de nanohíbridos utilizando VLP como futura herramienta para el delivery de 

drogas.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Obtener híbridos de VLP del virus BMV con nanopartículas inorgánicas. 

- Analizar el fenómeno de “hinchamiento” en el virus BMV.  

- Obtener híbridos de VLP de Norovirus en nanoparticulas de sílica a través de distintas 

estrategias. 

- Caracterizar los híbridos obtenidos utilizando las técnicas de DSF, TEM, DLS y 

Potencial zeta.  

- Ensayar la citotoxicidad de los híbridos obtenidos en las líneas celulares NIH 3T3 y 

HaCaT por dos métodos de revelado distintos. 
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3. METODOLOGÍA 

 

3.1 Materiales  

 

Polietilenimina 50% (w/v) Mw 1300 (PEI), Glutaraldehído 25% (v/v), Ácido bicinconínico 

(BCA), Sulfato de cobre (II) y Sero-albúmina bovina 66 kDa (BSA), Polietilenglycol 300 

(PEG3) y Polietilenglicol 400 (PEG4) de Sigma Aldrich®. Tetrametil ortosilicato (TMOS) para 

síntesis  de MERCK. Columna de gel filtración PD-10 (Sephadex G-25) y la columna Superose 

12 (10 x 300 mm) de General Electric Healthcare Life Sciences. Sypro Orange y Sypro Red 

soluciones stock de 5000X de Life Technologies. Marcador de peso molecular AccuRuler RGB 

Prestained Protein Ladder (10-180 kDa) proveniente de Maestrogen. Línea celular HaCaT de 

ATCC. La cepa C58C1 Agrobacterium tumefaciens proviene del laboratorio de Bogdan 

Dragnea del Departamento de Química, Universidad de Indiana. La línea celular NIH 3T3 

proviene del Laboratorio de Genética Molecular y Humana del Institut Pasteur y fue brindada 

por el Dr. José Badano. Las muestras de VLP de Norovirus GII-4 y GII-12, fueron donadas por 

la Dra. Mabel Berois de la sección de Virología de la Facultad de Ciencias de Uruguay (204). 

Los demás materiales que se utilizaron fueron de grado analítico. 

 

Los reactivos y equipos usados en la metodología del trabajo están nombrados a lo largo del 

ítem 3.2 Métodos. Por otro lado, la composición de medios y soluciones que se usaron se 

encuentran detalladas en el Anexo 1. 

 

3.2 Métodos  

 

3.2.1 Expresión de BMV en Nicotiana benthamiana y su posterior purificación  

 

3.2.1.1 Infección de Nicotiana benthamiana con Agrobacterium tumefaciens 

 

Se utilizan tres plásmidos conteniendo el material genético necesario para la expresión de la 

cápside de BMV, los cuales se transforman en la cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens 

por electroporación. Los cultivos conteniendo cada plásmido se crecen a partir de colonias 

aisladas a 30 ºC en medio de crecimiento LB con kanamicina (50 µg/mL), 10 mM MES (pH 

5,9) y 50 µM acetosiringona. Estos son centrifugados a 6000 rpm por 15 minutos y los 

sedimentos se resuspenden con el medio de infiltración para ser incubados a 25 ºC por un 

mínimo de 3 a 5 horas. Cuando todos los cultivos bacterianos llegan a una densidad óptica a 

600 nm (OD600nm) de 0,5 se los mezcla, en las mismas proporciones (1:1:1), con medio de 

infiltración para obtener la misma concentración bacteriana en todas las muestras a infiltrar. Se 

utiliza una jeringa de 2 mL para tomar la solución y con la misma se va infiltrando lentamente 

las hojas de Nicotiana benthamiana, esto se realiza en tres zonas para cada hoja.  
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Las plantas de Nicotiana benthamiana se crecen en una cámara de crecimiento con ciclos de 

temperatura de 26/22ºC en el día/noche, respectivamente, y ciclos de 16 horas luz/8 horas 

oscuridad. Para cada experimento se utilizan plantas que tengan de 6 a 8 semanas de crecimiento 

para el momento de la infección y luego de la misma se dejan 4 días en la cámara de crecimiento 

vegetal (205).  

 

3.2.1.2 Purificación del virus a partir de las hojas de Nicotiana benthamiana 

 

Luego de 5 o 6 días post-infiltración se realiza la cosecha de las hojas de todas las plantas, las 

cuales se almacenan a -80 ºC hasta la purificación del virus. Se trituran manualmente las hojas 

y se pesa la cantidad de material, teniendo en cuenta que por cada gramo de hoja se añade 2 o 

3 veces más de virus buffer. Para todos los pasos que se mencionan a continuación las hojas 

deben permanecer siempre en hielo. 

 

Se realiza un licuado de hojas con el buffer virus en una licuadora y luego la mezcla se filtra 

con una tela de malla en un recipiente en hielo. Lo filtrado se centrifuga a 5000 rpm durante 25 

minutos a 4 ºC. Se toman 25 mL de sobrenadante con virus, colocándose sobre un colchón de 

de 5 mL de sacarosa 10%. Se centrifuga a 26000 rpm con rotor 32Ti en la ultracentrifuga 

Optima XPN de Beckman Coulter durante 3 horas a 4 ºC. Esto se realiza con todo el 

sobrenadante con virus que se obtuvo de la centrifugación posterior a la filtración.  

 

Habiendo terminado con las centrifugaciones, se agregan 500 µL de CsCl al 40% a cada tubo 

de centrifuga con sedimento y este último se resuspende. Los tubos se sellan con parafilm y se 

dejan en agitación durante la noche a 4 ºC. Pasadas 16 horas, se junta todo el líquido de los 

tubos y se centrifuga a 10000 rpm con rotor 32Ti durante 10 minutos. Con una jeringa se toma 

todo el sobrenadante y se centrifuga a 52000 rpm con rotor 100Ti durante 30 horas a 4ºC.   

 

Una vez que termina la centrifugación, se colecta la banda del virus con una jeringa y con ayuda 

de una aguja que pincha el tubo por el extremo superior para dejar salir el aire. La banda que 

corresponde al virus es fina y blanca, ubicada en la parte inferior del tubo. El virus obtenido se 

dializa contra buffer SAMA, cambiando el buffer tres veces en 24 horas. Por último, se mide la 

concentración del virus usando Nanodrop a una absorbancia de 280nm con un coeficiente de 

extinción de 51,5 L/g.cm.  

 

3.2.1.3 Purificación del virus por HPLC 

 

Se utiliza una columna Superose 12 (10 x 300 mm) de GE Healthcare Life Sciences con buffer 

SAMA como fase móvil. La muestra se analiza a 0,5 mL/minuto y se recolectan fracciones de 
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1,5 mL de manera automática. En estas condiciones el volumen de elución de la muestra fue de 

12 mL. Terminada la corrida se seleccionan algunas muestras a medir concentración de 

proteínas y determinar si contienen virus usando Nanodrop a una absorbancia de 280 nm y 

coeficiente de extinción 51,5 L/g.cm. Por último, las muestras se almacenan a 4 ºC o a -80 ºC.  

 

3.2.2 Síntesis de nanopartículas inorgánicas  

 

3.2.2.1 Síntesis de GNP 12 nm 

 

Se agrega 1 mL de HAuCl4∙H2O a 79 mL de agua, mientras que por otro lado se mezclan 4 mL 

de citrato de sodio 1 % v/v con 45 µL de ácido tánico 1 % v/v y 45 µL de K2CO3 2,5 mM en 16 

mL de agua. Estas dos soluciones se mezclan muy rápidamente y se calientan con agitación a 

60 ºC. Durante esta etapa se espera observar cambios en la coloración de la solución, desde azul 

oscuro-gris a violeta hasta llegar a un rojo anaranjado en unos pocos minutos. Cuando se obtiene 

un color rojo-anaranjado se calienta la mezcla por otros 10 minutos más y luego se deja reposar 

a 25 ºC (206).  

 

3.2.2.2 Síntesis de GNP 3-5 nm 

 

Se prepara una solución 2,5x10-4 M de HAuCl4.H20 y 2,5x10-4 M de citrato de sodio en 20 mL 

de agua y se deja agitando por 5 minutos a 25 ºC. Por otro lado, se prepara la solución 0,1 M 

NaBH4, se enfría a 4 ºC y se toman 0,6 mL para agregar a la primera solución realizada. Se 

debe observar un cambio de color inmediato a rosa luego de añadir el NaBH4. Por último, se 

deja agitando la solución por unos minutos hasta no ver más cambio de color (207). 

 

3.2.2.3 Síntesis de SNP 3-5 nm 

 

Se disuelven 0,75 g de dodecilamina en 25 mL de ciclohexano, luego se agregan 6 mL de 

formaldehído acuoso 37 % y se agita la solución vigorosamente durante 10 minutos a 25 ºC. Se 

separa la fase de ciclohexano y se lava dos veces con agua. Se prepara una solución de AgNO3 

pesando 0,2 g de dicho reactivo y disolviéndolo en 10 mL de agua, esto se agrega a la solución 

de ciclohexano previamente separada bajo fuerte agitación. Se debe observar un cambio de 

color de la fase orgánica a rojo rubí luego de mantener la agitación por 40 minutos a 25 ºC. Se 

separa la fase acuosa donde se encuentran las SNP (208).    
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3.2.2.4 Síntesis de SNP 17 nm 

 

Se agregan 2,5 mL de 10-2 M AgNO3 a 75 mL de agua y luego se añaden 5 mL de 10-2 M de 

ácido mercaptoacético mientras se agita la solución. Luego de 10 minutos de agitación se agrega 

lentamente 2,5 mL de 10-2 M KI y pasados unos minutos se agregan 20 mg de NaBH4 a la 

solución, donde se deja agitando al menos 20 minutos para obtener las SNP. Durante el proceso 

de síntesis de debe observar una serie de cambios en la coloración de la solución comenzando 

en verde-amarillo a nuez-marrón, luego marrón y finalmente naranja (209).  

 

3.2.2.5 Determinación de la concentración de nanopartículas 

 

Se determina la concentración de nanopartículas a través de medidas de absorbancia por 

espectrofotometría UV-Vis. Para las muestras de GNP se usa la absorbancia medida a 400 nm 

y para poder determinar la concentración de nanopartículas se utiliza la Ley de Lambert-Beer 

(l=1 cm, ε400nm Oro=11,2 cm2/mg). En cambio, para poder determinar la concentración de SNP 

se usa la absorbancia medida a 320 nm (l=1 cm, ε320nm Plata= 7,3 cm2/mg).  

 

3.2.3 Formación de híbridos de VLP de BMV 

 

3.2.3.1 Funcionalización de nanopartículas inorgánicas con el ligando 

 

Para las GNP se utiliza como ligando PEG4, mientras que para las SNP se utiliza PEG3 y PEG4. 

El ligando es colocado en un exceso del 5% para asegurar que cada partícula quede cubierta en 

su totalidad por el mismo. Para ello, es necesario calcular la cantidad de ligando que se puede 

pegar por área de cada nanopartícula y luego se procede a calcular el exceso. Posteriormente, 

se le agrega el volumen adecuado de ligando a la solución de nanopartículas en agitación suave 

y se deja por 24 horas a 25 ºC. Pasado este tiempo, se centrifugan las nanopartículas 

funcionalizadas para quitar el exceso de ligando. La solución se centrifuga a 20000 rpm durante 

40 minutos a 5 °C. Al terminar la centrifugación, se procede a descartar el sobrenadante y a 

conservar el sedimento. Las nanopartículas centrifugadas se lavan por centrifugación con H20 

milliQ.  

 

3.2.3.2 Purificación de proteínas del virus BMV 

 

Se dializa la solución de virus purificada por HPLC contra el buffer de desensamblaje por 1 o 

2 días hasta que se observe un precipitado blanco dentro de la membrana de diálisis, el cual 

corresponde a ARN viral. Luego se centrifuga la muestra dializada a 40000 rpm durante 45 

minutos a 5 ºC y se toma el sobrenadante con cuidado de no tocar el sedimento, que corresponde 
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al ARN viral. Se determina la concentración de la muestra usando Nanodrop a 280 nm y un 

coeficiente de extinción molar de 8,24 L/g.cm.  

 

Para poder eliminar el calcio presente en la muestra de proteínas se dializa dicha muestra contra 

el buffer Tris 0,01 M pH 7 y se incuba toda la noche. Al otro día se debe cambiar el buffer por 

el buffer TKM y se incuba por 24 horas. Por último, se determina la concentración de proteínas 

virales al igual que como se mencionó anteriormente y se procede a guardar la muestra a 4 ºC.  

 

3.2.3.3 Encapsulación de nanopartículas inorgánicas con ligando por las proteínas de la 

cápside viral 

 

A partir de la concentración de las proteínas virales se procede a calcular el volumen a tomar 

para tener 0.5 mg/mL de concentración en 100 μL de volumen final de reacción. En el caso de 

las GNP la relación cápside – nanopartículas funcionalizadas es 1:1 por lo que a partir de la 

concentración de partículas por mililitro se procede a calcular el volumen de nanopartículas a 

tomar. En el caso de las SNP se realiza la relación 1:1, 1:5 y 1:20. Se mezcla en un tubo 

eppendorff los volúmenes calculados de proteínas y nanopartículas, completando con buffer 

TKM hasta llegar al volumen final de 100 μL. Posteriormente, se procede a colocar la mezcla 

en una membrana de diálisis con un corte de 12K-14K nm, que fue previamente lavada con 

agua milliQ. La mezcla se dializa contra buffer TNKM durante 24 horas a 4 °C con agitación 

suave. Pasado este tiempo, se descarta el buffer con cuidado de no perder la membrana y se 

agrega buffer SAMA dejándolo 24 horas a 4 °C con agitación suave. Por ultimo, las VLP se 

guardan a 4 °C. 

 

3.2.4 Caracterización por microscopia de las nanopartículas 

 

3.2.4.1 Captura de imágenes en TEM 

 

La preparación de las muestras, de híbridos de VLP de BMV, a ser observadas en el 

microscopio consiste en tomar un trozo de parafilm donde colocan unas pequeñas gradillas de 

carbón y se agrega una gota de la muestra de interés sobre cada una de las gradillas. Solamente 

en el caso de las VLP, se va a teñir la muestra con acetato de uranilo, del cual se le agrega una 

gota una vez que la muestra se haya secado sobre la grilla.  

 

Mientras que en el caso de las muestras de nanopartículas y de los híbridos de VLP de 

Norovirus, fueron preparadas y analizadas por la Dra. Raluca Fratila en la Universidad de 

Zaragoza, España.  
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Las imágenes de TEM resultantes en ambos casos fueron analizadas utilizando el programa 

ImageJ para la obtención de los diámetros de las muestras analizadas. 

 

3.2.4.2 Medidas del diámetro de nanopartículas  

 

A partir de las imágenes obtenidas en el microscopio electrónico se utiliza el programa ImageJ 

para realizar el análisis de las mismas. Para obtener el diámetro de las nanopartículas y de las 

VLP una vez formadas se pueden usar dos técnicas, la primera consiste en medir de forma 

manual el diámetro de cada partícula por muestra, mientras que la segunda consiste en utilizar 

la función threshold que da datos de área, de la cual debemos calcular el diámetro por separado. 

Una vez que tenemos un número de valores significativo para cada muestra analizada se utiliza 

el programa IGOR Pro para el análisis de esos valores, el programa brinda un histograma dando 

el diámetro promedio de la muestra (Anexo 2).  

 

3.2.4.3 Análisis estadístico 

 

Se utiliza la prueba t de Student de dos muestras como análisis estadístico para dos muestras 

desapareadas, la cual sirve para comparar las respuestas de dos grupos diferentes de muestras. 

Las suposiciones que se hacen son que cada grupo es considerado una población diferente, que 

las respuestas en cada grupo son independientes de aquellas en el otro grupo y que la 

distribución de las variables de interés es normal. Para realizar el test se van a plantear dos 

hipótesis, una nula y otra alternativa, a ser evaluadas con los datos. La hipótesis nula establece 

que la diferencia entre los dos grupos de datos es 0, en cambio, la alternativa plantea que existe 

una diferencia entre las medias observadas. Una vez que se plantean las hipótesis se procede a 

calcular la estadística-t, esta se realizó a través del software GraphPad que permite ingresar los 

datos y seleccionar la prueba t que queremos. En este caso se elige la prueba t para dos muestras 

desapareadas con diferentes varianzas, la cual es conocida como prueba t de Welch. A partir de 

esto, el software brinda como resultado una variedad de datos calculados, como por ejemplo el 

valor p y qué hipótesis es la que describe a ambas muestras. El valor p está definido como la 

probabilidad de obtener un resultado al menos tan extremo como el que realmente se ha 

obtenido (valor del estadístico calculado), suponiendo que la hipótesis nula es cierta. Se rechaza 

la hipótesis nula si el valor p asociado al resultado observado es igual o menor que el nivel de 

significación establecido, convencionalmente 0,05 ó 0,01. Teniendo en cuenta un intervalo de 

confianza del 95%, el límite establecido del valor p será de 0,05.  
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3.2.5 Estudio del proceso de desensamblado del virus BMV 

 

3.2.5.1 Preparación de muestras y toma de medidas.  

 

Se analiza el cambio conformacional de la cápside viral, denominado “hinchamiento”, durante 

el proceso de desensamblado a través de cambios en el pH. Para ello se procede a utilizar un 

fluorímetro y dos fluorocromos Sypro Red (SR) y Sypro Orange (SO). Se trabaja a una 

concentración final de 1X del fluorocromo, siendo la concentración inicial de 5000X indicada 

por el fabricante, y se analiza a valores de pH de 4 a 7,4.   

 

Un total de cinco muestras son las que se preparan para medir en el fluorímetro por cada pH 

analizado en un volumen final de 50 µL, las cuales son: 

1- Buffer 
2- Buffer + DMSO 10% 

3- Buffer + DMSO 10% + 2 µL BMV (2 mg/mL) 

4- Buffer + DMSO 10% + Fluorocromo 1X  

5- Buffer + DMSO 10% + 2 µL BMV (2 mg/mL) + Fluorocromo 1X 

 

La preparación de los buffers a diferentes pH está detallada en el Anexo 1.  

 

Las medidas se realizan a una longitud de onda de absorbancia/emisión de 470/570 nm y 

550/630 nm para el SO y SR, respectivamente.   

 

3.2.5.2 Análisis de curvas en el fluorímetro 

 

Se realizan gráficos de unidad de fluorescencia relativa (RFU, por su nombre en inglés Relative 

Fluorescence Units) en función de la longitud de onda (nm) para cada pH estudiado a través 

del programa IGOR Pro.  

 

3.2.6 Concentración de muestras de VLP de Norovirus 

 

Para neutralizar la membrana del concentrador se agregan 450 µL de PVP al 2 % (P/V) al 

concentrador para que cubra toda la membrana y se centrifuga a 1350 rpm. Luego, se agregan 

450 µL de agua destilada y se vuelve a centrifugar a 1350 rpm para limpiar la membrana. Esta 

queda pronta para su posterior utilización. 
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Se utilizan concentradores con un corte de membrana de 100 kDa, uno para cada cepa de 

Norovirus. Primero, se agregan 100 µL de agua destilada para embeber la membrana, se deja 

unos minutos y posteriormente se centrifuga a 13500 rpm durante 3 minutos. Este proceso se 

repite una vez más dado que en la primera centrifugación solo pasa la mitad de la muestra de 

agua. Posteriormente, se agregan 100 μL de la muestra soluble de VLP y se procede a 

centrifugar una vez a 13500 rpm por 3 minutos, obteniendo un volumen final de 50 μL. Se 

guardan 5 μL de cada cepa para correr un gel de poliacrilamida, y a los 45 μL restantes se le 

agregan 45 μL de PBS, se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones descritas 

anteriormente, obteniendo un volumen final de 45 μL. Nuevamente, se guardan 5 μL de cada 

cepa y los 40 μL restantes se sacan cuidadosamente del concentrador para ser guardados en 

tubos eppendorff a 4 °C. 

 

3.2.7 Análisis de proteínas por SDS-PAGE  

 

La preparación de los geles de poliacrilamida se encuentra detallada en el Anexo I (210). 

Para la determinación de la pureza de las muestras iniciales se utiliza un gel Bolt 4-12 % Bid-

Tris Plus proveniente de Novex. Las muestras a sembrar se preparan mezclando 5 μL de la 

misma con 11,75 μL de buffer de carga y 0,7 μL del agente reductor, una vez mezcladas se 

calientan a 100 °C por 5 minutos. Pasado este tiempo, se siembran 20 μL de cada muestra en 

cada pocillo y el marcador de peso molecular AccuRuler RGB prestained protein ladder de 

Maestrogen, el gel se deja correr por 40 minutos a 140 V. Posteriormente se procede a realizar 

la tinción del gel. 

 

Para identificar si las muestras fueron concentradas y posteriormente unidas a las nanopartículas 

de sílica se utilizan los geles al 15%. Las muestras de los híbridos generados se preparan pesando 

50 mg, agregando 75 μL de buffer de carga 1X, se calienta a 100 °C por 5 minutos y se toma el 

sobrenadante para sembrar. En el caso de las muestras de sobrenadantes al realizar las uniones 

se toman 30 μL y se las mezcla con 10 μL de buffer de carga 1X, se calientan a 100 °C por 5 

minutos y se siembran. Una vez que todas las muestras fueron sembradas se procede a correr el 

gel a 110 V hasta que pasa el gel concentrador y posteriormente se aumenta a 120 V. Se deja 

correr por una hora y luego se lleva a cabo la tinción del gel. 

 

Para la tinción, se sumerge el gel en azul de Coomassie Brilliant Blue y se lo deja con agitación 

suave por 16 horas a 25 °C. Al día siguiente se retira el gel de la solución de Coomassie y se 

procede a lavar el excedente del colorante utilizando agua destilada. Una vez que el excedente 

es retirado se procede a observar los resultados obtenidos. El mismo se lleva a cabo utilizando 

los protocolos de Kang et al. (2002) (211) y Neuhoff et al (1988) (212).  

 

Para la tinción con solución de nitrato de plata, se sumerge el gel en la solución de lavado I en 

un volumen suficiente para que quede cubierto y se deja agitando por una hora. Se descarta la 

solución de lavado I y se sumerge el gel, en un volumen similar, de la solución de lavado II 

agitando suavemente por 15 minutos. Este paso se repite una vez más y al descartarse la 
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solución de lavado II, se realizan dos lavados de 15 minutos cada uno sumergiendo el gel en la 

solución reductora. Posteriormente, se realizan dos lavados de 15 minutos cada uno utilizando 

la solución de nitrato de plata, al terminar dichos lavados se enjuaga con agua destilada dos 

veces y se descarta. Se cubre completamente el gel con solución reveladora y se agita 

suavemente hasta que se visualicen las diferentes bandas. Inmediatamente se detiene la reacción 

agregando ácido acético, se enjuaga con dicha solución para eliminar todo rastro de solución 

reveladora y se agita suavemente por 30 minutos. La preparación de las soluciones es detallada 

en el Anexo I (210). 

 

3.2.8 Estrategia de cambio de pH de las muestras utilizando gel filtración. 

 

El cambio de pH se lleva a cabo utilizando el método de cromatografía de exclusión molecular, 

en una columna PD-10 (Sephadex G-25) en buffer fosfato de sodio 0,1 M a pH 8. Para ello se 

utiliza el protocolo sugerido por el proveedor en el que se aplica 1 mL de la muestra, se separa 

con 1,5 mL de buffer y se recolecta en 2 mL. Al terminar de recoger los 2 mL de la muestra con 

el buffer deseado y diluida al medio, se procede a limpiar la columna con 5 mL de buffer, 

recolectando el eluído para evaluar la posible pérdida de parte de la muestra. 

 

3.2.9 Nanopartículas de sílica  

 

3.2.9.1 Síntesis de nanopartículas de sílica con núcleo de BSA 

 

Se procede a preparar una solución de BSA de 1 mg/mL de concentración final en buffer fosfato 

de sodio 0,1 M pH 8. A dicha solución se le agrega 2,5 mL de PEI al 10 % (P/V) en buffer 

fosfato de sodio 0,1 M pH 8. Por otra parte se prepara una solución mezclando 462 μL de TMOS 

en 3 mL de HCl 1 mM, la cual se agrega a la primera y se coloca en agitación suave a 25 °C 

por 20 minutos para que la síntesis de nanopartículas sea uniforme. La muestra se centrifuga 5 

minutos a 3500 rpm para colectar las nanoparticulas sintetizadas. Se realizan tres lavados, el 

primero con 10 mL de cloruro de sodio 0,5 M y los dos que le siguen con 10 mL de buffer 

fosfato de sodio 0,1 M pH 8. Luego de quitar el sobrenadante del segundo lavado se agrega 10 

mL de buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 8 y se procede a guardarlo a 4 °C. 

 

3.2.9.2 Activación de las nanopartículas de sílica con Glutaraldehído 

 

Se le agregan 400 μL de Glutaraldehído 2% a 0,2 gramos de sílica en buffer fosfato de sodio 

200 mM pH 7. La mezcla se deja en agitación suave durante 16 horas a 25 °C. Luego, se 

centrifuga por un minuto a 1350 rpm, se descarta el sobrenadante, se proceden a realizar dos 

lavados agregando 400 μL de buffer fosfato de sodio 25 mM pH 5, resuspendiendo y volviendo 

a centrifugar, y se deja el sílica pronto para la posterior unión.  
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3.2.9.3 Determinación de la relación mg seco/ mg húmedo para las nanopartículas de 

sílica. 

 

Se procede a centrifugar a 13500 rpm por 3 minutos las nanopartículas de sílica con el fin de 

extraer la mayor cantidad de buffer posible y se descarta el sobrenadante. Se pesan 2 g de 

nanopartículas de sílica. Se dejan secar las nanopartículas de sílica en la estufa a 60 °C y cada 

24 horas se pesa el tubo para observar como varía el peso a medida que va secando, hasta que 

no se observe variación en el peso. 

 

3.2.10 Estrategias de unión de nanopartículas de sílica a VLP de Norovirus 

 

3.2.10.1 Unión covalente en nanopartículas de sílica con Glutaraldehído 

 

Se procede a tomar 0,2 gramos de sílica húmeda activada con glutaraldehído y se agregan 400 

μL de buffer fosfato de sodio 25 mM pH 5 y 100 μL de la proteína a unir, cuya concentración 

es determinada previamente a la unión. Se incuba en agitación suave por una hora a 25 °C, 

posteriormente se centrifuga por un minuto a 1350 rpm. Se retira el sobrenadante y se almacena 

para evaluar por SDS-PAGE si hay VLP en el mismo. Luego se procede a realizar tres lavados 

con buffer fosfato de sodio 25 mM pH 5, agregando 500 μL del mismo, resuspendiendo y 

centrifugando por un minuto a 1350 rpm. Al realizar el último lavado se descarta el 

sobrenadante y se guarda a 4 °C. 

 

3.2.10.2 Unión por atrapamiento en nanopartículas de sílica 

 

Para realizar la unión por atrapamiento es necesario sintetizar las nanopartículas de sílica en la 

suspensión de las nanopartículas de VLP, permitiendo la formación de las nanopartículas de 

sílica alrededor de las VLP. Para ello se procede a mezclar 500 μL de muestra, cuya 

concentracion se determina previamente a llevarse a cabo la unión, con 125 μL de PEI al 10 % 

(P/V) en buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 8. Por separado se realiza una mezcla de 77 μL de 

TMOS con 500 μL de ácido clorhídrico 1 mM, se mezcla hasta que quede una solución 

transparente y se toman 125 μL de la misma para agregar a la mezcla de muestra con PEI. El 

tubo eppendorff con la mezcla se invierte suavemente para homogeneizar la muestra logrando 

una formación de nanopartículas de sílica más uniforme. Se deja en agitación suave por 5 

minutos a temperatura ambiente. Luego, se centrifuga la solución durante un minuto a 13500 

rpm para separar el sílica. El sobrenadante se conserva para evaluar por SDS-PAGE la presencia 

de muestra en el mismo. Posteriormente, se procede a realizar un lavado agregándole 500 μL 

de buffer fosfato de sodio 25 mM pH 5, se resuspende y se vuelve a centrifugar en las mismas. 

Este paso se repite tres veces, en el último lavado se descarta el sobrenadante y se procede a 

guardar el híbrido a 4 °C. 
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3.2.10.3 Unión por adsorción en nanopartículas de sílica 

 

Para la unión utilizando la técnica de adsorción se pesan 0,2 g de nanopartículas de sílica 

húmeda y se agregan 400 μL de buffer fosfato de sodio 25 mM pH 5 y 100 μL de la proteína a 

unir. Se deja incubando por una hora a 25 °C con agitación suave y pasado este tiempo se 

centrifuga un minuto a 10000 rpm para decantar el híbrido. El sobrenadante se retira y se guarda 

a 4 °C. Se realiza un lavado agregando 500 μL de buffer fosfato de sodio 25 mM pH 5, 

resuspendiendo y volviendo a centrifugar en las mismas condiciones, el sobrenadante se 

descarta y se guarda el híbrido a 4 °C. 

 

3.2.10.4 Entrecruzamiento del híbrido por adsorción con Glutaraldehído  

 

Se toman 0,2 g de híbrido por adsorción y se le agregan 800 μL de Glutaraldehído al 2 % (v/v), 

se homogeniza bien y se incuba durante una hora a 25 °C con agitación suave. Transcurrido 

este tiempo se procede a centrifugar por 30 segundos a 10000 rpm para que decante el híbrido 

y descartar el sobrenadante. Se procede a realizar tres lavados agregando 400 μL de buffer 

fosfato de sodio 25 mM pH 5, resuspendiendo y centrifugando en las mismas condiciones 

establecidas previamente. Al realizar el último lavado se descarta el sobrenadante y se deja el 

sedimento 16 horas a 25 °C. Posteriormente se guarda a 4 °C. 

 

3.2.10.5 Capacidad de carga de las nanopartículas de sílica 

 

Se procede a preparar los híbridos por adsorción y por unión covalente a partir de 0,2 g de 

nanopartículas de sílica húmeda, no activadas y activadas, respectivamente, según se detalló en 

puntos anteriores. La concentración de VLP se determina previamente al ensayo. Se retiran 

muestras de sobrenadante a los 15, 30, 60 y 120 minutos de la reacción. Dichas muestras se 

preparan para su determinación proteica por el método de BCA, para calcular el porcentaje de 

unión a partir de la proteína medida en el sobrenadante. 

 

3.2.11 DSF 

 

3.2.11.1 Concentración de saturación de las nanopartículas de sílica con SO 

 

Para determinar la concentración de saturación se procede a preparar soluciones de SO de 

diferentes concentraciones: 25X, 50X, 100X y 250X, a partir de una concentración inicial de 

5000X. Se pesan 20 mg de las nanopartículas de sílica húmeda, se le agregan 250 μL de buffer 

fosfato de sodio 25 mM pH 5 y se homogeniza bien la solución. Se toman 25 μL de las 

nanopartículas de sílica en suspensión a las cuales se le agregan 2,5 μL de SO. Se realiza un 

blanco colocando 2,5 μL de buffer fosfato de sodio 25 mM pH 5 con 25 μL de las nanopartículas 

de sílica en suspensión. Todas las muestras son preparadas por duplicado. Las muestras en el 

Rotorgene son analizadas bajo las siguientes condiciones experimentales: la temperatura varía 
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de 25 °C a 95 °C aumentando 1 °C cada un minuto y se mide fluorescencia para cada condición. 

Debido a que se utiliza SO el espectro de absorción es en los 470 nm y el espectro de emisión 

es en los 570 nm. 

 

3.2.11.2 Determinación de la estabilidad de los híbridos 

 

Para ensayar la estabilidad se realizan ensayos de fluorimetría diferencial de barrido en las 

mismas condiciones en las que se realiza la determinación de la concentración de saturación de 

las nanopartículas de sílica. Todas las muestras se preparan para que tengan una concentración 

proteica final de 32 ng. En la Tabla 1 se observa la preparación de muestras para Norovirus 

GII-12. Se mezclan 8,75 μL de muestra de los híbridos con 1,25 μL de SO 50X. Cada 

experimento se realiza por duplicado en la misma corrida y se repite tres veces. 

 

Tabla 1. Preparación de las muestras para realizar la estabilidad de los híbridos para Norovirus GII-12. 

Nombre del Híbrido 
Masa de Híbrido 

(mg) 

Volumen del buffer fosfato 

de sodio 25 mM pH 5 (μL) 

Adsorción 50 100 

Entrecruzado con Glutaraldehído 24 100 

Unión covalente 18 62 

Sílica sola 50 100 

 

3.2.12 DLS y potencial zeta de los híbridos 

 

Ambos experimentos fueron solicitados como un servicio al Polo Tecnológico de Pando, a 

cargo de la Dra. Helena Pardo. Las muestras se analizaron a 25 °C en agua destilada a pH 7 

durante 60 segundos. 

 

3.2.13 Ensayo de citotoxicidad  

 

3.2.13.1 Mantenimiento y preparación de los sustratos celulares  

 

Para el ensayo de citotoxicidad se utilizan dos líneas celulares: NIH 3T3, que son fibroblastos 

embrionarios murinos y HaCaT, que son queratinocitos humanos. Ambas líneas fueron 

cultivadas en DMEM suplementado con 10% de SFB y 1% de solución stock de Penicilina-

Estreptomicina, a 37 °C con atmósfera de 5% de CO2. Se monitorean regularmente bajo 

microscopio invertido (Unico IV951T). Dado que dichas líneas celulares son adherentes, es 

necesario separar las células del sustrato por medios enzimáticos. Para ello se realiza la 

tripsinización de las mismas, donde en primer lugar se retira y descarta el medio de cultivo. 

Posteriormente se hace un lavado con 3 mL de PBS a la botella T-75 cm2 y se le agrega una 

solución de tripsina-EDTA, compuesta por tripsina 0,05 % (P/V) y Na2EDTA 0,02 % (P/V) en 
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PBS, respetando la relación de 20 μL de solución tripsina-EDTA por cada cm2 de superficie. 

Se tapa la botella y se incuba a 37 °C durante aproximadamente 5 minutos. Pasado este tiempo 

se observaron las células al microscopio, si las mismas presentan bordes redondeados y se 

encuentran dispersas se procede a agregar el mismo volumen de medio completo. Se 

homogeneiza la suspensión celular, pipeteando suavemente varias veces hasta que se disgregan 

totalmente las células. Se toma una alícuota de 50 μL para realizar el recuento celular. 

 

Para la línea celular HaCaT se agregan 10 mL de PBS a la botella T-75 cm2 para lavar y 2,5 

mL de tripsina incubando 10 minutos. Luego se neutraliza con 2,5 mL de medio como mínimo 

de acuerdo a lo especificado por el proveedor. El recuento celular se detalla en el Anexo 3.  

 

Se retira el medio de una botella T-75 cm2 en fase de crecimiento exponencial, y se hace un 

lavado con 3 mL de PBS. Posteriormente, se lleva a cabo la tripsinización como se detalla en 

el punto anterior, teniendo en cuenta una buena homogenización para obtener una suspensión 

monodispersa. Luego, se realiza un recuento celular y se ajusta la concentración celular para 

tener 4 x 105 células/mL en medio de cultivo completo. Una vez pronto el ajuste de 

concentración, se continúa con el sembrado de una placa de 96 pocillos, con el cuidado de 

resuspender bien para obtener en cada pocillo 4 x 104 células aproximadamente. En cada pocillo 

se siembran 100 μL de la suspensión celular según el diseño de placa establecido en la Figura 

20. Posteriormente se agrega 100 μL de medio completo en los pocillos de los bordes, se incuba 

a 37 °C con atmósfera de 5% CO2 durante 24 horas. 

 

3.2.13.2 Preparación de las muestras 

 

Se centrifuga a 13500 rpm por 5 minutos los híbridos a ser evaluados, los mismos son: unión 

covalente, adsorción iónica con entrecruzamiento y atrapamiento. Se pesa 0,1 g de muestra y 

se resuspende en 1000 µL de buffer fosfato de sodio 25 mM pH 5, para obtener una 

concentración de 100 mg/mL. Luego, se toman 30 µL de muestra y se colocan en 2,970 mL de 

medio de cultivo completo e inmediatamente se realizan las diluciones correspondientes. Las 

mismas son diluciones seriadas al medio, de los híbridos en medio de cultivo completo a partir 

Figura 20. Esquema de siembra de las células. 
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de la dilución 1/100, anteriormente mencionada. Una vez que se tienen preparadas las 

diluciones se preparan los controles: 

 Control de interferencia (Ci): es medio de cultivo con la dilución 1/100 (11B-11D) y 

1/200 (7E-7G), por separado en pocillos sin células, con el fin de determinar si el híbrido 

junto con el medio generan interferencia que pudiera afectar los resultados.   
 Control de medio (Cm): medio de cultivo en pocillos sin células, para determinar si los 

ensayos de revelado interfieren con el medio haciendo que el mismo presente 

absorbancia a pesar de carecer de células. 

 Control de células (Cc): medio de cultivo y va en pocillos con células, permite observar 

el 100% de viabilidad, para comparar con la viabilidad de las células expuestas a los 

híbridos. Además, de como control de que se esta trabajando adecuadamente, dado que 

si el control de células muere significa que se procedió mal. 

 Control de muerte (Cm): dilución de Tritón X-100 al 0,5 % en medio de cultivo, en 

pocillos con células, cuya finalidad es observar como se observan las células muertas 

mediante los ensayos de revelado seleccionados. 

 

Posteriormente se monitorea el estado de las células bajo el microscopio, se retira el medio de 

cultivo de los pocillos de la placa y se agregan 100 μL de las diluciones de los híbridos y los 

controles en los pocillos correspondientes de acuerdo al diseño de placa establecido en la 

Figura 21. Se incuba durante 4 horas a 37 °C y CO2 al 5 %. 

 

A fin de evaluar el efecto de los híbridos se ensaya la citotoxicidad a las nanopartículas de 

sílica, utilizando las mismas diluciones que se muestran en la Figura 21. 

 

Se realizan dos placas por muestra analizada con el fin de realizar dos técnicas de revelado 

diferentes. Las mismas son descritas a continuación. 

  

Figura 21. Diseño de placa para el desarrollo del ensayo de citotoxicidad. 
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3.2.13.3 Detección de la viabilidad celular 

 

Para el método con cristal violeta, se observa el estado de las células bajo el microscopio al 

cumplirse las 4 horas de incubación, luego se descarta el medio de cultivo de los pocillos de la 

placa. Se realiza un lavado con 100 μL de PBS, se descarta y se agregan 50 μL de cristal violeta 

0,75% en MeOH 40% por pocillo y se procede a incubar durante 20 minutos a 37 °C. Pasado 

este tiempo, se descarta el colorante y se realizan lavados hasta que el agua salga limpia. Se 

seca la placa y se deja escurrir por algunos minutos. Posteriormente, se agregan 250 μL de ácido 

acético al 20% por pocillo y se homogeniza suavemente hasta que se observe una coloración 

uniforme en cada uno. Se determina la absorbancia a 590 nm, se realizan los gráficos 

correspondientes. 

 

Mientras que para el método de MTT, se procede a remover el medio de todos los pocillos para 

posteriormente agregar 100 μL de medio completo fresco. Luego, se añaden 20 µL de MTT 2,5 

g/L a cada pocillo, incluidos aquellos que presentan solo medio. Se incuba 3 horas a 37 °C con 

atmósfera de 5% de CO2. Posteriormente, se agregan 100 µL de SDS-HCL a cada pocillo y se 

incuba 16 horas protegiéndolo de la luz a 25 °C. Una vez que se cumple este tiempo, se 

homogeniza y se mide absorbancia a 570 nm. 

 

La solución de MTT se prepara disolviendo 0,025 g en 10 mL de PBS estéril, se puede 

almacenar a 4 °C protegido de la luz durante cuatro semanas. La solución de SDS-HCl se 

prepara disolviendo 1 g de SDS en 10 mL de HCl 0,01 M. 

 

3.2.13.4 Análisis de los resultados de citotoxicidad  

 

Para el análisis de los ensayos de citotoxicidad lo primero que se realiza es observar si el control 

de medio y los controles de interferencia tuvieron una absorbancia considerable. Si ocurre esto 

con el control de medio, se debe restar dicho valor a los datos de los pocillos donde se fueron 

agregadas las diferentes diluciones de las muestras, a los controles de células y de muerte. Por 

otro lado, si los controles de interferencia 1/100 y 1/200 dan absorbancia, se deberán de restar 

a los datos de los pocillos donde se agregaron dichas diluciones. En el caso de que estos 

controles no presenten absorbancia no es necesario restar dichos valores. Una vez tomado en 

cuenta este punto, se procede a analizar los datos obtenidos en el software GraphPad Prism 6. 

A partir de este programa se logra obtener gráficos del porcentaje de viabilidad celular en 

función del logaritmo de la concentración de híbrido usado. Para poder llegar a obtener dichos 

gráficos se siguieron varios pasos para el procesamiento de datos los cuales están especificados 

en el Anexo 4.  
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4. RESULTADOS OBTENIDOS 

 

4.1. Síntesis de GNP de un diámetro aproximado de 12 nm. 

 

Se lograron obtener GNP con un diámetro promedio de 11,53 nm aproximadamente, lo cual 

corresponde a un tamaño similar al esperado (201) y nos permite poder continuar con la 

encapsulación de las mismas. Además, se obtuvo una muestra homogénea (Figura 22 (a)) ya 

que se determinó un desvío estándar del 10,5% (Figura 22 (b)). Esto último se realizó tomando 

en cuenta todos los diámetros de las nanopartículas capturadas en las imágenes de TEM.   

 

4.2 Formación de VLP single core 

 

Una vez caracterizadas las GNP de 11,53 nm se procede a la encapsulación de las mismas con 

las proteínas de la cápside viral de BMV, que fueron previamente purificadas y concentradas. 

De esta forma, se busca obtener VLP que sean single core, es decir, que contengan solamente 

una nanopartícula encapsulada.  

 

Se analizaron las VLP obtenidas a través de imágenes de TEM para poder verificar la correcta 

formación de las mismas y su tamaño (Figura 23 (a)). A la vez, se tomaron imágenes en el 

TEM del virus BMV como control del tamaño para poder compararlo con la muestra de VLP 

single core (Figura 23 (b)).   
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Figura 22. GNP de 11,53 nm de diámetro. (a) Imagen de TEM de las nanopartículas, esta es una de las imágenes 

a partir de las cuales se determinó el diámetro. (b) Histograma del diámetro de las nanopartículas medidas, donde 
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En la Figura 23 (a) se observa la formación de las VLP encapsulando una GNP. Se logró 

obtener una muestra con un tamaño de diámetro de aproximadamente 29,79 nm y un exitoso 

rendimiento de encapsulación del 99%. El mismo se calcula al determinar el número total de 

partículas formadas y el número de VLP que lograron incorporar una GNP. Además, se obtuvo 

un tamaño de VLP muy homogéneo con un desvió estándar menor al 10%. En la Figura 23 (b) 

se muestra una imagen del virus BMV en el TEM, que fue utilizada para determinar su diámetro 

y así compararlo con el diámetro de las VLP formadas. La Figura 24 permite observar que los 

tamaños de diámetros entre las VLP y el virus BMV fueron muy similares. Esta conclusión se 

confirmó a través de un test estadístico, que dio como resultado que la diferencia entre los 

diámetros medidos, para BMV y para las VLP, no es estadísticamente significativa (p= 0,2408).   

Figura 23. Imágenes de TEM. Se observan las muestras de las VLP single core (a) y el virus BMV (b).  

(a) (b) 
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Siguiendo con la caracterización de las VLP single core obtenidas, se analizó el tamaño de 

diámetro de la nanopartícula encapsulada dentro de cada VLP formada para compararla con el 

diámetro inicial de las GNP. Esto se realizó para estudiar la posible existencia de una selección 

de nanopartículas dentro de las VLP. Se logró determinar que no hay diferencia entre los 

diámetros promedios de las nanopartículas encapsuladas y las nanopartículas de la muestra 

inicial (Figura 25), dado a que la diferencia entre estas dos muestras no resultó ser 

estadísticamente significativa (p= 0,1076).  Por lo que se concluye que no parece estar 

ocurriendo dicha selección de partículas durante el proceso de encapsulación.  
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Figura 24. Superposición de histogramas. Se realiza la comparación entre el 

diámetro de las VLP (verde) y el diámetro del virus BMV (rojo). También se muestra 

el promedio de diámetro para cada muestra y su desvío estándar correspondiente.  
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4.3 Síntesis de GNP de un diámetro aproximado de 3-5 nm 

 

Se lograron sintetizar GNP de menor tamaño, ya que se obtuvieron partículas con un diámetro 

aproximadamente de 3,18 nm. Las nanopartículas en dicha muestra son de tamaño y forma 

uniforme (Figura 26 (a)). El desvío estándar calculado no fue similar al obtenido en los casos 

anteriores (Figura 26 (b)), esto se debe a que al ser GNP de menor tamaño son más inestables 

y no se espera ver la misma homogeneidad como la observada para las GNP de 12 nm de 

diámetro. De todas formas, un desvío estándar del 18% es aceptable para estas nanopartículas.  

Figura 25. Superposición de histogramas. Comparación del diámetro de las GNP de la 

muestra inicial (rojo) y del diámetro de las nanopartículas que forman el núcleo de las VLP 

(negro). Además, se muestra el promedio del total de cada muestra y su desvío estándar 

correspondiente.   
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4.4 Formación de VLP multi core con GNP 

 

Una vez caracterizada la muestra de GNP de 3-4 nm, se procedió a su funcionalización y a la 

producción de VLP. Se buscó generar VLP multi core, es decir, que encapsulen más de una 

GNP. Para obtener sistemas con múltiples nanoparticulas en su interior para su posible 

aplicación como delivery de drogas.  Por esa razón se utilizan nanopartículas con un tamaño de 

diámetro menor al que se usó inicialmente.  

 

En la Figura 27 se observa una de las muestras que se obtuvieron, donde solamente hay VLP 

con una sola nanopartícula encapsulada pero ninguna multi core como se esperaba.  Se realizó 

una medición del diámetro de las nanopartículas que estaban dentro de las VLP y se observó 

un cambio de tamaño en las mismas. Estas pasaron de tener un diámetro de aproximadamente 

3,18 nm a 9 nm, por lo que es de esperar que no se hayan formado VLP multi core teniendo en 

cuenta que con nanopartículas de aproximadamente 12 nm se generan únicamente VLP single 

core. Además, se tuvo un rendimiento mucho menor comparadas a las VLP single core con 

nanopartículas de 12 nm, este fue menor al 15%. El mismo se calcula determinando el número 

total de partículas presentes y el número de VLP formadas que incorporaron una GNP. 
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Figura 26. GNP de 3,18 nm de diámetro. (a) Imagen tomada en TEM de nanopartículas a partir de la cual se 

hizo la medición de diámetro. (b) Histograma de la medida de los diámetros de las nanopartículas, donde se 

muestra el promedio del total de la muestra y su desvío estándar.  
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4.5 Síntesis de SNP de un diámetro aproximado de 17 nm 

 

Una vez que se sintetizan las SNP como indica protocolo se procede a analizar las muestras con 

TEM para determinar el diámetro de las mismas. En la Figura 28 se muestran las nanopartículas 

sintetizadas, por lo que se puede observar que la muestra presenta una gran dispersión de 

tamaño. Al medir los diámetros de la muestra, se determina que el tamaño de las nanopartículas 

varía dentro del rango de 1 nm a 24 nm, siendo 5,71 nm el tamaño que se encuentra en mayor 

proporción, según el resultado obtenido en el histograma realizado (Figura 29). En el mismo 

no aparece el valor en los 24 nm dado que se encontró únicamente una partícula de dicho 

diámetro. Por otra parte, se observa que la forma de las nanopartículas no es uniforme, 

pudiéndose identificar partículas esféricas, romboides y amorfas. Las nanopartículas 

sintetizadas no fueron utilizadas para la formación de híbridos de VLP debido a que presentaron 

una gran distribución de tamaño, no resultaron ser uniformes como se esperaba y carecían de 

estabilidad, dado que al cabo de 24 horas se agregaron. 

Figura 27. Imagen tomada en TEM de la formación de VLP multi core. Se 

observa que las VLP que lograron formarse son single core. Además se visualiza  

que las GNP aumentaron su diámetro.  
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Figura 28. Síntesis de SNP para obtener un diámetro promedio de 17 nm. Se 

observa como la muestra carece de uniformidad en cuanto al tamaño y a la forma 

de las nanopartículas. 
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Figura 29. Histograma de la distribución de tamaño en la muestra 

de SNP. La síntesis permitió obtener un diámetro promedio de 4,1 nm 

en vez de 17 nm como era de esperarse. 
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4.6 Síntesis de SNP de un diámetro dentro de los 3-5 nm 

 

Dados los resultados obtenidos para la síntesis de SNP de 17 nm se buscó sintetizar 

nanoparticulas de 3 a 5 nm. Las mismas fueron sintetizadas con éxito determinándose que 

presentan tamaño de 4,1 nm, según se observa en el Figura 30, tamaño que estaba dentro del 

rango esperado con el protocolo utilizado. En la Figura 31 se aprecia que las nanopartículas 

presentan una baja dispersión de tamaño y son uniformes. A su vez las partículas resultaron ser 

más estables que las previamente sintetizadas para un mayor diámetro, esto se observa debido 

a que pasadas las 24 horas se sacan muestras para analizar en TEM y se determina que el 

diámetro de las nanopartículas se mantiene. 
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4.7 Formación de VLP multi core con SNP 

 

Una vez culminada la caracterización de las SNP de 3-4 nm sintetizadas, se procede a la 

funcionalización de las mismas para la posterior producción de VLP. Al igual que lo realizado 

para las GNP de 3-4 nm, se desea obtener tanto VLP multi core como VLP single core. Para 

ello, se utilizan las relaciones: 1:1, 1:5 y 1:20 lo cual refiere que por cada VLP que se forme 

vamos a tener 1, 5 y 20 nanopartículas en su interior, respectivamente. Por otra parte, se procede 

a evaluar la utilización de dos ligandos para la funcionalización de las nanopartículas: PEG3 y 

PEG4, permitiendo así determinar cual conlleva a mejores resultados. La funcionalizacion es 

necesaria para simular el cargo original, es decir el material genético, donde el ligando le 

confiere cargas negativas a las nanoparticulas permitiendo su interaccion con las proteínas de 

la cápside viral, originando asi las VLP.  

 

En la Figura 32 se observan las muestras obtenidas utilizando el ligando PEG3 en las diferentes 

relaciones VLP:SNP evaluadas. En la Figura 32 (a) se observa la condición 1:1 donde se 

esperan VLP que presenten una nanopartícula encapsulada, en cambio se obtuvo una 

agregación de nanopartículas y proteínas, las pocas VLP formadas están rotas. En la Figura 32 

(b) se observa la condición 1:5, donde se obtuvo agregación de proteínas y nanopartículas, 

mientras que las VLP formadas presentan multi core, no de 5 nanopartículas necesariamente 

pero su forma es esférica. En la Figura 32 (c) correspondiente a la condición 1:20 no se logra 

la formación de VLP, solo se pueden observar las nanopartículas sin ninguna proteína unida.  

Figura 31. Imagen de TEM de las SNP de 4,1 nm. Se observa que la 

muestra presenta una distribución de tamaño uniforme. 
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En la Figura 33 se observan las muestras obtenidas utilizando el ligando PEG4 en las diferentes 

relaciones VLP:SNP evaluadas. En la Figura 33 (a) se observa la condición 1:1 donde no 

ocurrió lo esperado, en cambio se puede ver la agregación de proteínas y nanopartículas, además 

de VLP rotas. En la Figura 33 (b) se observa la condición 1:5 donde se obtuvo formación de 

VLP pero la mayoría estaban rotas y no tenían 5 nanopartículas por VLP como se esperaba. En 

la Figura 33 (c) correspondiente a la condición 1:20 se observa una muy buena formación de 

VLP conteniendo varias nanopartículas en su interior y a su vez presentan una forma bastante 

esférica, resultados que son coherentes a los esperados. 

Figura 32. Formación de VLP multi y single core utilizando PEG3. Se observan las VLP obtenidas en 

TEM para las diferentes condiciones ensayadas: 1:1 (a), 1:5 (b) y 1:20 (c). En la condición 1:1 y 1:5 se 

observa la agregación de las nanopartículas y las proteínas además de VLP rotas y VLP multi cores, 

respectivamente. En la condición 1:20 se observan solo las nanopartículas de plata. 

(c) (b) 

(a) 
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A partir de los resultados obtenidos se pudo determinar que PEG3 no fue un buen ligando, 

mientras que con PEG4, el cual contiene un etilenglicol más que PEG3, se obtuvieron mejores 

resultados. A su vez, dentro de los resultados con PEG4 la condición que presentó resultados 

similares a los esperados fue la condición 1:20, de la cual se trataron dos muestras de forma 

distinta para poder visualizar diferentes componentes de las VLP obtenidas a través de TEM. 

En la Figura 34 (a) se observa la muestra sin teñir, donde se puede identificar las nanopartículas 

dentro de las VLP, mientras que en la Figura 34 (c) se observa la muestra teñida que permite 

visualizar la forma esférica de las VLP. En la imagen sin teñir se puede observar un halo gris 

esfumado rodeando las nanopartículas en el interior de las VLP, dado que la muestra está sin 

teñir sabemos que dicho halo no puede estar formado por proteínas ni por el ligando. En la 

Figura 34 (b) y (c) se observan los histogramas correspondientes a la muestra sin teñir y la 

muestra teñida, respectivamente. Al comparar ambos histogramas se observa un cambio notorio 

Figura 33. Formación de VLP multi y single core utilizando PEG4. Se observan las VLP obtenidas en TEM 

para las diferentes condiciones ensayadas: 1:1 (a), 1:5 (b) y 1:20 (c). En la condición 1:1 se observa la agregación 

de proteínas y nanopartículas, las pocas VLP que lograron formarse están rotas. En la condición 1:5 se observan 

VLP pero la mayoría están rotas y no presentan 5 nanopartículas. Para la condición 1:20 se observan VLP esféricas 

con varias nanopartículas en su interior. 

(a) 

(b) (c) 
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del diámetro debido a que en las muestras teñidas, al medir el diámetro, se considera la cápside 

proteica que forma la VLP mientras que en la muestra sin teñir esta cobertura proteica no está 

contemplada. Se puede determinar que el mayor porcentaje de las VLP formadas presentan 

multi core, pero existe una pequeña proporción de VLP que presentan entre 1 a 3 nanopartículas 

en su interior. Aquellas que presentan una nanopartícula se deben a que esas nanopartículas no 

estaban dentro del tamaño promedio medido. 
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Figura 34. Condición PEG4 1:20. Se observa la muestra sin teñir (a), donde se identifican las 

nanopartículas en el interior de las VLP y la muestra teñida (c), que permite visualizar la envoltura 

proteica de las VLP. Mientras que en los histogramas se tienen los datos de la muestra sin teñir (b) y la 

muestra teñida (d) donde se analiza el diámetro de las VLP de acuerdo al número de nanopartículas 

que presentan en su interior. 
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La síntesis de nanopartículas tanto de Au como de Ag, como también la formación de VLP 

single core y multi core, se realizó seis veces en las mismas condiciones obteniéndose los 

mismos resultados. A modo de resumen se mostraron estos resultados que son representativos 

de lo que obtuvimos con otras muestras.  

 

4.8 Proceso de desensamblado del virus BMV 

 

El proceso de desensamblado resulta interesante para la incorporación de drogas en el momento 

que la cápside viral se “hincha”, debido a cambios de pH, generando poros por donde podría 

ingresar la droga. Primero se trabajó con el fluoróforo SO, donde se logró construir una curva 

de las RFU, que es la forma de cuantificar la fluorescencia por parte del fluorímetro, en función 

del pH de la muestra de BMV con el fluoróforo (Figura 35 (a)). Se observó una tendencia de 

aumento de fluorescencia a medida que aumenta el pH, tal como se esperaba, dado que al 

aumentar el pH el virus se va “hinchando” permitiendo al SO acceder a las zonas hidrofóbicas 

(213). A un pH 5 la cápside se encuentra en su conformación estable, lo que concuerda con una 

baja intensidad de fluorescencia. A medida que se aumenta de pH 5 a 6 se observa un aumento 

de fluorescencia que es esperado porque se sabe que el virus comienza a presentar cambios 

estructurales a dichos pH, en los cuales parecen exponer una mayor cantidad de residuos 

hidrofóbicos. Luego a pH más altos entre 6 y 7, es cuando esta reportado el proceso de 

desensamblaje de la cápside viral. Parece haber un aumento de fluorescencia lineal en este 

tramo de la curva, que sería esperable porque a pH 6,5 aproximadamente, ocurre el primer paso 

de dicho proceso que puede ser reversible, mientras que a pH 7 ya debería de estar toda la 

cápside desensamblada. Por lo que, a este último pH tendría que haber una mayor cantidad de 

residuos hidrofóbicos expuestos para interaccionar con el SO. En la Figura 35 (b) se observa 

la medida realizada para el pH 7, donde se muestra la gran intensidad del pico de fluorescencia 

correspondiente al virus en presencia del SO. También se puede ver la fluorescencia intrínseca 

que presenta el virus sin SO, a modo de comparación con la primera muestra y la curva del SO 

como blanco.  
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Figura 35. Proceso de desensamblaje de BMV analizado con SO. (a) Grafico de las RFU en función del pH de 

la muestra con BMV y el fluoróforo. Se observa un aumento de fluorescencia a medida que el pH aumenta como 

era de esperar. (b) Grafico de las RFU en función de la longitud de onda con las curvas de las muestras BMV 

(negro), SO (verde) y BMV con SO (rojo) a pH 7.  

(b) (a) 
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Se trabajó también con el fluoróforo SR de forma de poder determinar si tiene mayor o la misma 

sensibilidad en comparación al SO, dado a que este último presenta mucho background. Para 

el caso del SR se realizaron, varias veces, medidas a distintos pH pero no se logró obtener la 

reproducibilidad esperada. Es por esta razón, que no se realizó un gráfico de las RFU en función 

del pH para la muestra de BMV con el fluoróforo como se hizo en el caso anterior. De todas 

formas, en la Figura 36 (a) se muestra un gráfico de las RFU en función de la longitud de onda 

para las muestras de BMV con fluoróforo a pH 4 y pH 7. Se busca observar una diferencia en 

la intensidad fluorescencia a los diferentes pH, ya que sería lo esperable si se pasa de una 

conformación de la cápside estable a desensamblada. Se logra ver que a pH 7 existe una 

intensidad de fluorescencia mayor que a pH 4, junto a las curvas de los blancos del fluoróforo 

a cada pH los cuales tienen una curva muy parecida entre sí. En la Figura 36 (b) está el mismo 

gráfico pero con las curvas de fluorescencia para BMV con SR corregidas, ya que se les resto 

el blanco de SR para cada pH. Por lo que, teniendo en cuenta las curvas corregidas, se logra 

verificar lo ocurrido en la Figura 36 (a) con el virus en presencia del SR.  
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Figura 36. Proceso de desensamblaje de BMV analizado con SR en gráficos de RFU en 

función de la longitud de onda. (a) Curvas a pH 4 de las muestras BMV con SR (rojo), SR 

(negro) y curvas a pH 7 de las muestras BMV con SR (azul) y SR (celeste). (b) Las curvas 

corregidas de las muestras de BMV con SR a pH 4 (rojo) y a pH 7 (negro).  
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4.9 Caracterización de muestras de VLP de las cepas GII-4 y GII-12 de Norovirus. 

 

En primer lugar se realizó la caracterización de las muestras de VLP de GII-12 y GII-4, 

determinando la concentración y la pureza de las mismas.  

 

La concentración inicial de dichas muestras fue de 3,46 ± 0,49 mg/mL para GII-12 y 4,89 ± 

0,65 mg/mL para GII-4. Se intentó una estrategia para mejorar la concentración de las muestras, 

sin éxito. Para el caso de la cepa GII-12, la concentración se mantuvo igual, mientras que la 

concentración de GII-4 disminuyó a más de la mitad (Tabla 2). En ambos casos el volumen fue 

reducido a la mitad. Esto puede deberse a que parte de la proteína se adhirió a la membrana de 

los concentradores, perdiendo parte de la muestra en el caso de GII-4. En cambio, para GII-12 

puede haber ocurrido que la membrana estuviese perforada por eso no se observa ningún 

cambio en la concentración. Para mejorar estos resultados, se utilizaron concentradores nuevos 

cuyas membranas fueron neutralizadas con PVP antes de realizar posteriores concentraciones, 

evitando así que las proteínas se unan a la membrana y que no se pierda la muestra. 

 

Tabla 2. Valores de la concentración de proteínas de GII 12 y GII 4 antes y después de la estrategia de 

concentración por concentrador.  

 Inicial (mg/mL) Final (mg/mL) 

GII-12 3,46 4,02 

GII-4 4,89 2,17 

 

Además de calcular la concentración de las muestras por la técnica de determinación de 

proteínas, se hizo una electroforesis SDS-PAGE. En el gel de poliacrilamida se sembraron las 

muestras antes y después de la estrategia de concentración (Figura 37) de forma de poder 

observar la pureza de las mismas. Por otra parte, se sembró como muestra control de peso 

molecular una solución de albumina de suero bovino (BSA) 0,25 mg/mL, dado que por 

bibliografía dicha proteína tiene un peso molecular de 66,5 kDa (214). 

 

En el carril 1 el marcador de peso molecular no corrió correctamente ya que no se logran ver 

bandas definidas como se esperaría. De todas formas, es posible identificar a las proteínas VP1 

de la cápside de Norovirus tanto para la cepa GII-12 como para la cepa GII-4, gracias a la 

muestra control de BSA que se sembró en el último carril del gel. Si tomamos como referencia 

este peso molecular, se puede deducir qué bandas corresponden a la proteína VP1 en GII-12 y 

GII-4, dado que esta proteína es de aproximadamente 58-60 kDa (105). En los carriles 3 y 5 se 

sembraron las muestras inicial y final de la estrategia de concentración de GII-12, 

respectivamente. Para ambos carriles se observaron dos bandas, una que se encuentra a la 

misma altura que la BSA y otra de un peso molecular menor. Las muestras de VLP podrían 

estar contaminadas con BSA debido a la metodología de purificación que se utilizó para 

preparla. Luego, la segunda banda con un menor peso molecular corresponde a la proteína VP1 

de la cápside de GII-12 ya que aparece apenas un poco más abajo que la BSA, siendo lo 

esperable dado su peso molecular cercano a 60 kDa. Además, se puede observar que entre la 
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intensidad de las bandas de GII-12 inicial y final no hay diferencia, lo cual es coherente con lo 

observado en la determinación proteica (Tabla 2).   

 

Por otro lado, en los carriles 7 y 9 se corrieron las muestras inicial y final de la concentración 

de GII-4, respectivamente. Al igual que en el caso de las muestras de GII-12, se observan dos 

bandas. Una corresponde a la proteína BSA, ya que se encuentra a la misma altura que la banda 

control en el último carril cuyo peso es de 66,5 kDa y la otra banda de menor peso molecular, 

la identificamos como VP1 de GII-4 que se encuentra entre los 58-60 kDa. Si se comparan las 

bandas en el gel de la muestra inicial con la final de GII-4 se puede observar que, la 

correspondiente a la muestra inicial tiene una intensidad mayor a las de la muestra final. Esto 

es esperable por lo visto en la determinación de proteínas, dado que luego de la estrategia de 

concentración se vio una disminución de la concentración en vez de un aumento como era lo 

esperado (Tabla 2).  

 

Por último, comparando los resultados obtenidos en el gel de las diferentes cepas se observa 

que la banda correspondiente a VP1 de GII-4 está un poco más arriba que la de GII-12. Esto 

podría deberse a que la proteína VP1 varia su tamaño según la cepa, ya que como se mencionó 

anteriormente en la introducción, esta proteína contiene un dominio variable que genera una 

diferencia en su largo aminoacídico y por ende en su peso molecular. De todas formas, ambas 

proteínas se encuentran dentro del rango esperado.  

1        2       3         4       5         6       7        8         9       10 

Figura 37. Caracterización de muestras de VLP de cepas GII-12 y GII-4 por electroforesis 

(15%). En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular AccuRuler RGB Prestained protein 

ladder de Maestrogen, el cual no corrió de forma correcta. En los carriles 3 y 5 se observa la muestra 

inicial y final de la concentración de GII-12, respectivamente. Mientras que en el carril 7 se corrió la 

muestra inicial de GII-4 y en el 9 la muestra final de la concentración de dicha cepa. Por último, en el 

carril 10, se sembró una muestra de BSA a una concentración de 0,25mg/mL como control. Las flechas 

indican las bandas correspondientes a las VLP de ambas cepas. 
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4.10 Relación (peso seco/peso húmedo) de nanopartículas de sílica  

 

Para poder establecer con exactitud la cantidad de proteína unida por peso de sílica, se procede 

a realizar la relación de sílica húmeda y sílica seca. De dicho ensayo se obtiene como resultado 

que la relación es de 0,21 g de sílica seca por gramo de sílica húmeda. El mismo consitió en 

dejar secar 1 g de sílica a 60 °C, y determinar su peso hasta que este quedara invariable.  

 

4.11 Unión de VLP de cepa GII-4 a nanopartículas de sílica.  

 

Se buscó unir la muestra de VLP a sílica a través de adsorción iónica sabiendo que las 

nanopartículas presentan su superficie cargada con grupos amino (Si4). Además, se 

funcionalizó la superficie de las nanopartículas de sílica para unir covalentemente las VLP 

(SiG4). Parte de la muestra Si4 se entrecruzó con glutaraldehído (Si4G) con el fin de obtener 

tres híbridos diferentes. Para llevar a cabo las uniones se utilizó la muestra inicial de VLP GII-

4, la cual estaba a una concentración de 4,88 mg/mL.  

 

Se obtuvo un porcentaje de 49% para el híbrido SiG4, mientras que para Si4 se obtuvo un 27% 

(Tabla 3). 

 

Tabla 3. Resultados obtenidos por adsorción iónica, entrecruzamiento y por unión covalente. 

 mg 

aplicados 

mg no 

unidos 

mg 

unidos 

Porcentaje de 

unión (%) 

mg VLP/ g de 

sílica 

Adsorción 

iónica 
4,88 3,56 1,32 27 ± 1 6,60 ± 0,11 

Entrecruzado 4,88 3,56 1,32 27 ± 1 6,60 ± 0,11 

Unión 

covalente 
4,88 2,49 2,39 49 ± 1 11,95 ± 0,19 

 

Habiendo obtenido los diferentes híbridos se realizó una electroforesis SDS-PAGE de dichas 

muestras y con sus correspondientes sobrenadantes. De esta forma se puede corroborar que las 

VLP se hayan unido a las nanopartículas de sílica y también permite observar si ocurre la 

desorción de las VLP, dado que se trabaja a condiciones desnaturalizantes. En la Figura 38 se 

observa de forma esquemática lo que se espera que ocurra con los distintos híbridos generados 

en presencia de SDS.   
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A continuación, en la Figura 39 esta el gel resultante de la SDS-PAGE para observar si hubo 

desorción proteica de los híbridos generados. 

 

25 kDa 

17 kDa 

Figura 39. Electroforesis (15%) de los híbridos sílica-VLP y sus respectivos sobrenadantes de GII-4.  En 

los carriles 1 y 9 se sembró el marcador de peso molecular molecular AccuRuler RGB prestained protein ladder 

de Maestrogen. Por otro lado, en los carriles 2 y 8 se sembró la muestra de GII-4 utilizada para unir a la sílica, la 

misma está a una concentración de 1,25 mg/mL. El sobrenadante de Si4 (carril 3), los híbridos Si4 (carril 4), 

Si4G (carril 5) y SiG4 (carril 6) y el sobrenadante de SiG4 (carril 7). Los dos sobrenadantes se sembraron diluidos 

½. Por último, en el carril 10 se sembró la muestra de control BSA a una concentración de 0,5 mg/mL.  

 

   1             2            3             4             5           6              7            8             9          10 

35 kDa 

48 kDa 

63 kDa 

75 kDa 

100 kDa 

Figura 38. Esquema de lo esperado en la SDS-PAGE. Se intenta mostrar qué ocurre con los híbridos 

en presencia de SDS. En la adsorción ionica (a) la unión es lábil, mientras que en la unión covalente (b) 

se tiene una unión covalente fuerte. El entrecruzado (c) al tener una red de glutaraldehído impediría que 

desorbieran la proteína VP1 responsable de formar la cápside viral. 

(a) Adsorción iónica 

SDS + + 

Sílica  VP1 

SDS 

(b) Unión covalente 

+ + 

No se vería 

desorción  

VP1 

+ 

+ 

SDS 

(c) Entrecruzamiento 

+ + + 
Glut  

Sílica  
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En primer lugar, en el gel de poliacrilamida (Figura 39) se puede observar la muestra de GII-4 

con una concentración de 1,25 mg/mL en los carriles 2 y 8, la misma fue utilizada para generar 

los híbridos. En estos carriles se logró identificar la banda correspondiente a la BSA y VP1 

entre el rango de 63-75 kDa y 48-63 kDa, respectivamente, que es esperable por los pesos 

moleculares de dichas proteínas. Se utilizó la muestra de BSA, la cual está sembrada en el carril 

10, como control además del marcador de peso molecular para poder identificar a la proteína 

de la cápside viral. En la muestra del aplicado parece haber más proteínas que las identificadas 

cuando se hizo la caracterización de las muestras. En el carril 2 aparecen bandas de poco peso 

molecular y de 75 kDa para arriba, mientras que para el carril 8 solo se observa una banda 

intensa a 75 kDa. Suponemos que la presencia de dichas bandas se debe a contaminación con 

el marcador de peso molecular por la altura en la que aparecen las bandas en el gel, ya que 

concuerdan con las bandas del marcador. También podría deberse a la presencia de dímeros de 

VP1 para las bandas con peso molecular mayor a 100 kDa y degradación de la proteína para el 

caso de las bandas de 35-40 kDa (carril 2).  

 

Luego, en los carriles 3 y 7 se sembraron los sobrenadantes de los híbridos Si4 y SiG4, 

respectivamente. En el primero de los sobrenadantes se observan dos bandas tenues de 66 kDa 

y 60 kDa, aproximadamente, que corresponden a la BSA y a la proteína de interés VP1, 

respectivamente. Mientras que en el otro carril, solo se logra visualizar en dicho rango una sola 

banda correspondiente a VP1. Las bandas de interés que aparecen en los carriles 3 y 7 son más 

tenues que las bandas obtenidas para la muestra del aplicado, a pesar de que los sobrenadantes 

estuvieran diluidos a la mitad. Estos resultados son los esperados, dado que el hecho de que las 

bandas en el sobrenadante sean más tenues que en el aplicado permite saber que se logró unir 

parte de la muestra inicial en las nanopartículas de sílica. Sin embargo, en el caso de la unión 

covalente parece haber una unión preferentemente de la BSA, ya que aparece la banda 

correspondiente a VP1 en el carril 7. Por más que haya ocurrido esto no se puede descartar que 

una pequeña porción de VLP se haya unido. Además, otra observación que se realizó haciendo 

la comparación de las intensidades de banda de estos carriles fue que las correspondientes a Si4 

son más fuertes, lo cual es esperable porque hubo un menor porcentaje de unión (Tabla 3).  

 

En los carriles 4 y 6 se sembraron los híbridos por adsorción iónica y por unión covalente, 

respectivamente. En ambos casos se logró una banda muy tenue entre el rango de peso 

molecular 63-75 kDa. Dichas bandas en 4 y 6 corresponden a la proteína BSA. Para mejorar la 

visualización de las bandas fue necesario utilizar una herramienta del software para analizar 

geles que permitió detectar la existencia o no de bandas en dichos carriles con mayor 

sensibilidad. El programa corta el carril de interés, lo coloca en sentido horizontal y arriba 

genera un histograma donde aparecen en verde los picos de bandas detectadas. Se logró 

identificar una banda para Si4 y SiG4 que estaba dentro del rango de peso 63-75 kDa que es lo 

esperable para BSA como se mencionó anteriormente (Figura 40 (a), (c)).  

 

De forma de poder observar mejor las bandas en los carriles 4 y 6, situadas en el rango de 63-

75 kDa, se utilizó el software para analizar geles que nos permitió hacer un gel 3D (Figura 41). 

En ambos carriles se puede observar con mayor facilidad una banda blanca en dicha zona que 
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la identificamos como BSA, teniendo en cuenta la banda control de esta proteína en el último 

carril y en los carriles del aplicado. Sin embargo, por más que no se pueda ver una banda de 

VP1 no se puede descartar que se haya unido VLP, dado a que podrían estar muy diluidas y no 

verse en el gel o que las mismas no se hayan podido ser desorbidas de las nanopartículas de 

sílica.  

 

Por último, en el carril 5 se sembró el híbrido Si4G. En el gel no se observó la aparición de 

bandas, entonces para verificar esto se utilizó el software para analizar el carril. A partir del 

análisis se confirmó que no había ninguna banda (Figura 40 (b)), por lo que se puede concluir 

que el entrecruzamiento permite que la proteína quede atrapada y no se desprenda de la sílica, 

lo cual era lo esperado como se indicaba en la Figura 38.  
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Figura 40. Análisis de los carriles 4,5 y 6 del gel de poliacrilamida que evalúa los híbridos Si4, Si4G y SiG4 

respectivamente. (a) Carril (Si4), se logra detectar una banda de peso molecular entre 63-75kDa (encuadrada en 

rojo). (b) Carril 5 (Si4G). En este carril no se detectó ninguna banda. (c) Carril 6 con la muestra del híbrido SiG4. 

El software detecto tres bandas, una de las cuales se cree que es la banda de interés por su peso molecular 

(encuadrada en rojo). 

(c) 

(a) 

(b) 
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4.12 Capacidad de carga de nanopartículas de sílica con la cepa GII-12 de Norovirus 

 

Se realizó la capacidad de carga para cada estrategia utilizada para generar los híbridos, es decir, 

para adsorción  (Si12) y unión covalente (SiG12), dado que el híbrido entrecruzado (Si12G) 

utiliza la misma técnica de unión por adsorción y posteriormente se entrecruza. Para el caso de 

la unión por adsorción se utilizó una muestra de VLP GII-12 de 2,78 mg/mL de concentración. 

Se observa en la Tabla 4 los valores obtenidos para cada tiempo en que se extrajo muestra, 

además se calculó el porcentaje de unión y la cantidad de mg de proteína por gramo de sílica.  

 

Tabla 4. Resultados obtenidos para la capacidad de carga para el híbrido por adsorción. 

Tiempo 

(minutos) 

mg 

Aplicado 

mg No 

Unido 
mg Unido 

Porcentaje de 

unión (%) 

mg GII-12 / g 

sílica 

15 2,782 1,865 0,917 33 ± 1 4,58 ± 0,23 

30 2,782 0,825 1,957 70 ± 1 9,79 ± 0,25 

60 2,782 1,009 1,773 64 ± 2 8,88 ± 0,15 

120 2,782 1,321 1,460 52 ± 1 7,30 ± 0,20 

 

Figura 41. Histograma 3D de la electroforesis con los híbridos y sus respectivos sobrenadantes de 

GII-4. En los carriles 1 y 9 se sembró el marcador de peso molecular. Por otro lado, en los carriles 2 y 8 

se sembró el aplicado (1,25mg/m). El sobrenadante de Si4 (carril 3), los híbridos Si4 (carril 4), Si4G 

(carril 5) y SiG4 (carril 6) y el sobrenadante de SiG4 (carril 7). Los dos sobrenadantes se sembraron 

diluidos a la mitad. Por último, en el carril 10 se sembró la muestra de control BSA a una concentración 

de 0,5 mg/mL. Las bandas correspondientes a la proteína BSA se encuadraron en rojo.  

100 kDa 

75 kDa 

63 kDa 

48 kDa 

35 kDa 
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En el caso de la unión covalente se utilizó una muestra de VLP GII-12 con una concentración 

de 3,69 mg/mL. En la Tabla 5 se observan los resultados obtenidos para el estudio de la 

capacidad de carga en cada tiempo establecido, y se calcularon los mismos parámetros 

mencionados en la estrategia de unión anterior. 

 

Tabla 5. Resultados obtenidos para la capacidad de carga para la unión covalente. 

Tiempo 

(minutos) 
mg Aplicado 

mg No 

Unido 
mg Unido 

Porcentaje de 

unión (%) 

mg GII-12 / 

g sílica 

15 3,69 1,41 2,29 62 ± 1 11,44 ± 0,06 

30 3,69 1,14 2,56 69 ± 2 12,78 ± 0,13 

60 3,69 1,26 2,43 66 ± 1 12,16 ± 0,01 

120 3,69 1,26 2,43 66 ± 3 12,16 ± 0,25 

 

Se observó una unión rápida con máximos de carga de entre 9,7 a 12 mg de GII-12 por gramo 

de sílica.  

 

Una vez que se obtuvieron los híbridos de la capacidad de carga se realizó una electroforesis de 

los mismos y sus correspondientes sobrenadantes, para determinar si se observa desorción de 

proteínas por las condiciones desnaturalizantes utilizadas para llevar a cabo al gel, y si parte de 

la muestra no pudo unirse, respectivamente (Figura 42). Teniendo en cuenta los resultados 

esperados según se muestran en el esquema de la Figura 38. 
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En el gel de poliacrilamida (Figura 42) se observaron dos bandas presentes en los carriles 2 y 

9, donde se sembró la muestra aplicada de GII-12, las cuales están a una altura correspondiente 

al rango de 58- 60 kDa y 63- 75 kDa del marcador de peso molecular. Siendo lo esperado dado 

que VP1, la proteína que compone la VLP, presenta un peso molecular de 58-60 kDa, y la BSA 

comercial tiene un peso de 66,5 kDa, tal como se observa en el carril 7 donde se sembro la 

muestra control de dicha proteina. En el carril 2 aparecen bandas que no corresponden a VP1 y 

están a la misma altura que las bandas del marcador de peso molecular, indicando que la muestra 

se contamino con dicho reactivo. Por otra parte, en el híbrido Si12 (carril 4) se puede observar 

una banda tenue, a la misma altura que la banda del aplicado, correspondiente a la proteína VP1 

que se desorbió de las nanopartículas de sílica por las abrasivas condiciones utilizadas para la 

realización del gel. Pero cuando dicho híbrido esta entrecruzado con glutaraldehído, Si12G 

(carril 5), esta banda no aparece, mostrando una unión mas fuerte del híbrido. En el caso de 

SiG12 (carril 6) se observa una banda, a la misma altura que el aplicado, correspondiente a la 

proteína VP1. En el sobrenadante de la muestra SiG12 (carril 8) no se observa banda alguna, 

mostrando que se unió la mayor cantidad de proteína posible, aunque no se puede descartar que 

haya proteína que no logró unirse, pero la misma está muy diluida como para aparecer en el 

gel. En cambio en el sobrenadante del híbrido Si12 (carril 3) se observa una banda tenue 

alrededor de los 66 kDa que se identifica como BSA, correspondiente a que hubo parte de la 

muestra que no logró unirse. En el marcador de peso molecular (carril 1) se observa una banda 

entre las bandas correspondientes a 75 kDa y 63 kDa, dicha banda al observarse el gel con 

tinción de Coomassie Brilliant Blue no aparece.  

Figure 42. Electroforesis (15%) de los híbridos con GII-12. En los carriles 1 y 10 se sembró el marcador de 

peso molecular AccuRuler RGB prestained protein ladder de Maestrogen. Por otra parte en los carriles 2 y 9 se 

sembró la muestra de GII-12 aplicada. El sobrenadante de Si12 (carril 3), desorción de Si12 (carril 4) y desorción 

de Si12G (carril 5). Al lado de este último se sembró la desorción SiG12 (carril 6) y su correspondiente 

sobrenadante (carril 8). Mientras que en el carril 7 se sembró una muestra de BSA en una concentración de 0,25 

mg/mL como control. 
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4.13 Saturación superficial de sílica con Sypro Orange. 

 

Se realizó por duplicado la corrida de cada muestra y se repitió tres veces el mismo experimento 

para poder obtener datos reproducibles. Solo se muestra uno de los resultados obtenidos sin los 

duplicados, dado que en todos los experimentos se observó el mismo patrón por lo que se 

consideró innecesario mostrar todos. En la Figura 43 se puede observar que la curva rosada, 

correspondiente a la concentración de 25X comienza con fluorescencia, indicando que el SO se 

unió a las zonas hidrofóbicas de las nanopartículas de sílica. Dicha fluorescencia desaparece a 

los 50 °C. En el caso de la concentración de 50X, curva azul, comienza también con 

fluorescencia que sigue hasta los 72 °C. Esta fluorescencia es mayor en comparación a la de 

25X, lo cual es lo esperado ya que a mayor concentración del fluoróforo más va a interaccionar 

con las zonas hidrofóbicas de las proteínas. Para la curva violeta, correspondiente a la 

concentración de 100X, comienza con una fluorescencia poco significativa la cual aumenta 

hasta los 78 °C. La fluorescencia, tanto para el de 100X como para el de 50X, alcanza un 

máximo de -0,2 indicando que la fluorescencia se mantiene constante a pesar que la 

concentración aumenta. Mientras que para el caso de 250X, curva verde agua, se observan dos 

picos de fluorescencia a los 38-40 °C y a los 58 °C desapareciendo a los 64 °C. A partir de estos 

resultados podemos determinar que la mejor concentración es la de 50X, dado que es la menor 

concentración de SO donde se obtiene la mayor fluorescencia posible, indicando que las zonas 

hidrofóbicas de las nanopartículas de sílica fueron totalmente saturadas con SO. 

 

  

Figura 43. Curvas de fluorescencia de Sypro Orange a diferentes concentraciones. Se ensayaron las 

concentraciones 25X (curva rosada), 50X (curva azul), 100X (curva violeta) y 250X (curva verde agua) para 

determinar a qué concentración ocurre la saturación de las nanopartículas de sílica. No se muestran duplicados a 

modo de facilitar la observación de resultados, dado a que se obtuvo el mismo patrón en dichas curvas. 

Silica                      Silica + SO 25X                             Silica + SO 50X                               Silica + SO 100X                              Silica + SO 250X   
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4.14 Estudios de estabilidad de los híbridos con VLP GII-4 

 

Se llevaron a cabo experimentos de estabilidad térmica con los híbridos en comparación con la 

muestra soluble GII-4. En donde se espera poder observar una mejora en la estabilidad de las 

VLP cuando se encuentran unidas a la sílica.  

 

La falta de muestra de VLP de la cepa GII-4 no nos permitió llevar a cabo experimentos como 

para poder obtener resultados concluyentes acerca de la estabilidad del híbrido. Por lo que con 

la poca muestra que se tenia se buscó poner a punto la técnica de forma de tener en cuenta una 

varidad de parámetros para las prubas de estabilidad de los híbridos sílica – VLP GII-12. Para 

ello se estudio la variacion de los siguientes parámetros: volumen final de muestra, 

concentración de SO teniendo en cuenta lo obtenido por la saturación superficial de la sílica 

por dicho fluoróforo, la importancia de optimizar la unión entre sílica- VLP y de normalizar la 

cantidad de proteínas para todas las muestras, y la variación del tiempo y la temperatura.  

 

4.15 Estudios de estabilidad de los híbridos con VLP GII-12 

 

Para los estudios de estabilidad se hicieron las medidas de cada muestra por duplicado y en tres 

experimentos independientes.  

 

En la Figura 44 se observan las curvas de fluorescencia de todas las muestras testeadas. La 

muestra soluble de VLP GII-12, representada en la curva de color rojo, fue utilizada como 

control para comparar con las curvas de los híbridos. No se logró tener una muy buena 

reproducibilidad entre los tres experimentos independientes, sin embargo, el primer y segundo 

ensayo tienen curvas muy parecidas entre sí para la muestra soluble. Se observa que hay una 

tendencia de aumento de fluorescencia entre los 30-50 ºC, aproximadamente, en los tres 

ensayos. También, se observa solamente para el primer y segundo ensayo (Figura 44 (a) y (b)) 

que la fluorescencia aumenta alrededor de los 54-60 ºC, 68 ºC y por último a los 82 ºC, 

aproximadamente. Mientras que en el tercer ensayo (Figura 44 (c)) se observa un aumento 

significativo de fluorescencia a los 64-66 ºC y un pequeño aumento a temperaturas más altas. 

Según la bibliografía encontrada la cápside viral de Norovirus presenta cambios 

conformacionales en el rango de temperaturas de 55 a 60 ºC (215), por lo que uno de los picos 

observados en el primer y segundo ensayo podrían corresponder a este proceso. Por otro lado, 

como la muestra de VLP de GII-12 estaba contaminada con la proteína BSA en una gran 

proporción, es importante tener en cuenta la temperatura de desnaturalización de esta proteína. 

Se ha reportado que dicha proteína sufre cambios conformacionales a los 65 ºC (214), por lo 

que los picos observados en el primer y segundo ensayo a 64-66 ºC podrían corresponder a la 

desnaturalización de la BSA.  

 

Los resultados obtenidos para los tres experimentos de los híbridos Si12, Si12G y el control de 

sílica no mostraron tener picos de fluorescencia a lo largo de los ensayos, a excepción de un 
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duplicado de la muestra Si12G en el tercer experimento (Figura 44 (c)). Dicho duplicado 

presenta fluorescencia entre los 30-50 ºC y a los 56 ºC en adelante. No parece ser muy confiable 

este resultado dado a que la otra curva de Si12G en ese ensayo no presenta fluorescencia al 

igual que en el primer y segundo experimento para esa muestra. Por último, la muestra SiG12 

mostró tener un aumento de fluorescencia al comienzo de todos los experimentos entre los 30-

50 ºC. Este resultado podría corresponder a la desnaturalización de las mismas proteínas que 

en la muestra de VLP GII-12 mostraban fluorescencia para dicho rango de temperatura, pero 

con una intensidad de fluorescencia mucho menor. 

 

Dado a que no sabemos si las condiciones de trabajo son las mejores, por ejemplo en cuestión 

de agregación de las VLP, no se puede tomar en cuenta únicamente el proceso de 

desnaturalización de la proteína VP1 de Norovirus. Para la discusión de estos resultados se 

deberá de tener en cuenta que la posible agregación o presencia de contaminantes de los 

híbridos o proteínas solubles puedan conllevar a curvas distintas a las esperadas. De todas 

formas, el hecho de no haber obtenido picos de fluorescencia significativos de los híbridos con 

respecto a la muestra soluble es un resultado favorable, pero se requieren de más experimentos 

rigurosos para llegar a una conclusión. 
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Figura 44. Estudio de estabilidad de los híbridos sílica-VLP GII-12. En los gráficos se observa la derivada de 

la fluorescencia negativa con respecto a la temperatura en función de la temperatura (ºC) de los tres híbridos, el 

control de sílica y de la muestra GII-12 soluble, todo por duplicado para tres experimentos independientes. Curva 

roja: VLP GII-12, curva verde: control de sílica, curva azul: Si12, curva violeta: Si12G y curva rosada: SiG12. Los 

gráficos (a), (b) y (c) muestran los tres experimentos independientes. Los gráficos (a), (b) y (c) muestran los tres 

experimentos independientes.  

VLP GII-12                              Control sílica                                    Si12                                            Si12G                                           SiG12   

(a) 

(b) 

(c) 
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4.16 Preparación de híbridos con VLP GII-12 para DLS 

 

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de capacidad de carga, se procedió a realizar 

los híbridos utilizando las condiciones óptimas para que se dé la mayor unión entre la sílica y 

las VLP de GII-12. Por lo que en la Tabla 6 se observan los resultados obtenidos para cada 

híbrido, al utilizar una muestra de VLP GII-12 con una concentración de 3,50 mg/mL. Los 

mismos fueron preparados con el fin de estudiarlos mediante DLS. 

 

Tabla 6. Resultados obtenidos de las uniones de sílica- VLP GII-12. 

Híbridos 
mg 

Aplicado 

mg No 

Unido 

mg 

Unido 

Porcentaje de 

unión (%) 

mg GII-12 / g 

sílica 

Adsorción 3,50 0,66 2,84 81,0 ± 0,2 28,40 ± 0,08 

Entrecruzado 3,50 0,66 2,84 81,0 ± 0,2 28,40 ± 0,08 

Unión 

covalente 
3,50 0,64 2,86 81,7 ± 0,9 28,60 ± 0,32 

 

Además, se decidió realizar una preparación de nanohíbridos por atrapamiento, permitiendo ver 

la diferencia con los híbridos previamente realizados, para ello la muestra de VLP fue 

concentrada. Posteriormente se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 45) 

y otra determinación de proteínas (Tabla 7) con las muestras previo a la concentración y 

concentradas. Dicho procedimiento se realizó tanto con VLP de la cepa GII-12 como con la 

cepa GII-4. 
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El gel de poliacrilamida (Figura 45) permitió determinar en qué fracciones estaban las muestras 

de interés. Para el caso de la muestra GII-4, la muestra antes de concentrar (carril 3) no presentó 

banda alguna, indicando que la muestra puede estar muy diluída como para verse en el gel. En 

cambio la muestra de GII-4 que fue concentrada (carril 9) presenta dos bandas, la que está por 

debajo de los 63 kDa corresponde a VP1, y la otra, por encima de ésta, corresponde a la proteína 

BSA situada en el rango de los 63- 75 kDa. En la muestra sobrenadante del concentrador (carril 

10) se observan las mismas bandas que la muestra concentrada, pero más tenues, indicando que 

algo de muestra se perdió en la estrategia de concentración. Pero en ambas muestras se observan 

bandas que aparecen a los 35 kDa que podría ser VP1 degradada. En el caso de la muestra GII-

12 antes de concentrar, se observan bandas (carril 5). Dichas bandas corresponden a la proteína 

VP1, en el caso de la banda por debajo de los 63 kDa, y a la proteína BSA en el caso de la banda 

que aparece entre los 63- 75 kDa.  En la muestra concentrada (carril 7) se observan las bandas 

correspondientes a VP1 y BSA, a los 60 kDa y 66 kDa, respectivamente y se observa la banda 

a los 35 kDa que podría ser nuevamente degradación. A diferencia de GII-4, en el sobrenadante 

del concentrador de GII-12 (carril 8) no se observan bandas, indicando que no se perdió parte 

de la muestra al realizar la estrategia de concentración. 

 

Una vez determinada la fracción conteniendo las VLP, se procedió a realizar la unión por 

atrapamiento utilizando una muestra de GII-12 con una concentración de 0,0136 mg/mL. Para 

ello se sintetizaron las nanopartículas de sílica con la muestra de VLP para generar el 

atrapamiento. El orden de los reactivos fue modificado para evaluar si las VLP tenían la 

capacidad de catalizar la formación de nanopartículas de sílica. Se realizaron cuatro híbridos 

por atrapamiento y en ninguno se vio formación de sílica cuando se mezcló la muestra de VLP 

con TMOS, por lo que fue necesario agregar PEI al 10 % como indica el protocolo de síntesis. 

Figura 45. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las muestras concentradas. Se sembro la 

muestra GII-4 antes de concentrar (carril 3), y después se sembró la muestra concentrada (carril 9) y el 

sobrenadante del concentrador (carril 10). Se realizó lo mismo para la muestra GII-12 soluble antes de 

concentrar (carril 5), la muestra después de la concentración (carril 7) y el sobrenadante del concentrador 

(carril 8). En el carril 1 se sembró el marcador de peso molecular AccuRuler RGB prestained protein 

ladder de Maestrogen. 

 1  2     3             4          5           6            7           8     9             10 

11 kDa 

17 kDa 

20 kDa 

35 kDa 

48 kDa 

63 kDa 
75 kDa 

25 kDa 
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Se midió concentración de los sobrenadantes luego de realizar los atrapamientos (Tabla 7), 

pero los resultados no se tomaron en cuenta dado que las muestras presentaban una coloración 

celeste atípica (Figura 46). Dado que el híbrido por atrapamiento se realizó para ser evaluado 

por DLS, se utilizó solamente la muestra de GII-12 para generarlo, ya que los híbridos que se 

tenían para dicho ensayo eran sólo de esta cepa. 

 

Tabla 7. Concentraciones de los sobrenadantes de los atrapamientos con GII-12. 

Híbridos Concentración (mg/mL) 

SBN Atrapamiento 1 0,086 ± 0,010 

SBN Atrapamiento 2 0,110 ± 0,021 

SBN Atrapamiento 3 0,093 ± 0,028 

SBN Atrapamiento 4 0,120 ± 0,012 

 

 

Debido a que los resultados de la determinación proteica no permitieron determinar si en el 

sobrenadante había proteínas, se procedió a realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida 

(Figura 47). En el mismo se observan dos bandas en la muestra GII-12 concentrado, que fue la 

muestra utilizada para los atrapamientos (carril 3). Las cuales una corresponde a la proteína 

VP1, siendo la banda por debajo a los 63 kDa, mientras que la banda por encima de VP1 es la 

proteína BSA. En los sobrenadantes de los atrapamientos 1, 2 y 3, carriles 5, 6 y 7 

respectivamente, no se observa banda alguna por lo que se puede creer que se atrapó gran parte 

de la muestra aplicada y lo restante está demasiado diluído para ser observado en el gel. En 

cambio, en el sobrenadante del atrapamiento 4 (carril 8) aparece una banda por encima a los 63 

kDa correspondiente a BSA, dado que se encuentra a la misma altura que la banda control de 

dicha proteína en el carril 9. La presencia de BSA y la ausencia de la banda correspondiente a 

VP1 nos indican que se puede haber unido a las nanopartículas de sílica un porcentaje de VLP 

de la muestra inicial. De todas formas, no se descarta que haya quedado proteína sin unir pero 

demasiado diluída como para visualizarla en el gel. 

Muestras de  los 

sobrenadantes de 

los atrapamientos 

Curva de calibración 

de BSA  

Blanco   

Figura 46. Determinación de concentración de proteínas. Diferencia de color entre la curva 

de calibración (violeta) y el blanco (verde claro) en comparación con las muestras de los 

sobrenadantes de los atrapamientos (celeste). 



87 
 

 

4.17 Ensayo de DLS y potencial zeta 

 

Los resultados obtenidos en dicho ensayo se muestran en la Tabla 8, donde se observan los 

valores correspondientes al índice de polidispersidad (PdI por su nombre en inglés 

Polydispersity Index), los diámetros hidrodinámicos y al potencial zeta.  

 

Tabla 8. Resultados obtenidos por DLS y análisis de carga superficial (potencial zeta) en los híbridos realizados. 

Muestras 
DLS 

Potencial zeta (mV) 
Diámetro (nm) PdI 

VLP GII-12 1739 ± 1004 0,187  29,50 ± 4,39 

Sílica 838 ± 239 0,275   -5,63 ± 5,26 

Si12 1609 ± 519 0,197   34,80 ± 3,77 

Si12G 1087 ± 483 0,110   48,90 ± 4,09 

SiG12 1514 ± 1129 0,276  56,10 ± 5,41 

Atrapamiento 1677 ± 381 0,296  32,50 ± 3,89 

 

A partir de los resultados obtenidos se observa que respecto a los valores de PdI, todos son más 

cercanos a 0 que a 1, por ende todas las muestras presentan una distribución homogénea de 

partículas. Por otra parte en los híbridos, el potencial zeta es mayor a los 30 mV por lo que las 

partículas estarían en suspensión y no agregadas (216), siendo la carga superficial positiva. En 

cambio, a diferencia de lo reportado las nanopartículas de sílica presentan un potencial zeta 

negativo indicando que la carga superficial es negativa y además que las nanopartículas están 

precipitadas; pero el diámetro hidrodinámico obtenido es muy similar al observado por Jackson 

Figura 47. Electroforesis de los sobrenadantes de los atrapamientos. En los carriles 1 y 10 se sembró 

el marcador de peso molecular AccuRuler RGB prestained protein ladder de Maestrogen. En los carriles 2 

y 9 se sembró BSA en una concentración de 0,125 mg/mL como control. Para observar si la unión por 

atrapamiento fue exitosa se sembró el GII-12 concentrado aplicado (carril 3) y los sobrenadantes de 

atrapamiento 1 (carril 5), atrapamiento 2 (carril 6) atrapamiento 3 (carril 7) y atrapamiento 4 (carril 8). 

 1  2  3            4            5             6             7            8         9           10 
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et al (161). En el caso de la muestra de VLP GII-12, se observa que el diámetro es mucho mayor 

al encontrado en la bibliografía (217-219) y que el valor de potencial zeta es cercano a los 30 

mV indicando que la muestra estaría en suspensión pero no se descarta la posibilidad de que se 

encuentre agregada.  

 

En la Figura 48 se observan los gráficos correspondientes a aquellas muestras que obtuvieron 

más de una población de diámetros hidrodinámicos. En la Figura 48 (a), muestra de Si12, se 

observan dos picos, uno a los 1595 nm y otro aproximadamente a los 5351 nm, los cuales 

representan el 97,2% y 2,8 %, respectivamente mostrando dos poblaciones distintas. Dicha 

muestra corresponde al híbrido por adsorción iónica donde el diámetro es mayor a la muestra 

de las nanopartículas de sílica (Tabla 8). Por otra parte la muestra SiG12 (Figura 48 (b)) se 

observan dos picos a los 2783 nm y 870 nm que representan el 66 % y 34 % respectivamente, 

esto muestra la presencia de dos poblaciones distribuidas de forma similar, que puede deberse 

a la acción del glutaraldehído para efectuar la unión covalente. En la muestra por atrapamiento, 

los picos que se observan están a los 1390 nm y 5470 nm, en una proporción del 97,1 % y 2,9 

%, respectivamente. Esto indica que la mayor población corresponde al diámetro hidrodinámico 

menor, pudiendo deberse a que al llevarse a cabo, la concentración de VLP en la muestra era 

demasiado baja y no pudo ocurrir un atrapamiento adecuado.   
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Figura 48. Gráficos resultantes de DLS. Los mismos corresponden a: (a) Si12, (b) SiG12 y 

(c) atrapamiento. 
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4.18 Imágenes de TEM de nanopartículas de sílica 

 

Se tomaron varias imágenes de las nanopartículas de sílica sintetizadas (Figura 49 (a) y (b)), 

para todo el trabajo, con el fin de medir sus diámetros utilizando el ImageJ a modo de comparar 

los datos obtenidos con la técnica de DLS. A partir de los datos de diámetros medidos se realizó 

un histograma (Figura 49 (c)) para observar la distribución de tamaño. 

 

A partir de los resultados obtenidos en el histograma (Figura 49 (c)) se observa que el tamaño 

de las nanopartículas de sílica varía entre 225 nm a 625 nm, encontrándose una pequeña 

población de 675 nm. La mayor cantidad de partículas presentan un diámetro de entre 350 nm 

a 370 nm, siendo un poco menor al diámetro obtenido mediante la técnica de DLS. Esta 

variación puede deberse a que en la técnica de DLS, dependiendo del medio en que se realizan 

las medidas, ocurre la hidratación de las partículas por lo que se obtiene un diámetro 

hidrodinámico mayor al que se puede obtener mediante microscopia electrónica. Estos datos 

coinciden con lo observado en la bibliografia (164). 
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Figura 49. Resultados de TEM. Imágenes del microscopio de las nanoparticulas de sílica utilizada para 

la preparación de nanohíbridos (a – b) con el histograma de los diámetros obtenidos en el ImageJ (c). 
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Tambien se tomaron imágenes de TEM de los híbridos generados pero dado a que no se tiñieron 

las muestras, no se logró observar las proteínas de las VLP unidas a la sílica. De todas formas 

se pudo verificar que la forma esférica de las nanopartículas de sílica no es afectada cuando se 

generan los híbridos, tal como se puede observar en la Figura 50.  

 

4.19 Ensayos de citotoxicidad 

 

Se llevaron a cabo experimentos de citotoxicidad, evaluando cada híbrido de la cepa GII-12 por 

dos métodos diferentes, MTT y cristal violeta, utilizando dos líneas celulares distintas NIH 3T3 

y HaCaT. Las concentraciones de muestra utilizadas están comprendidas en el rango van de 

1000 μg húmedos/mL hasta 3,90625 μg húmedos/mL, en diluciones seriadas al medio 

realizadas en medio de cultivo completo.  

 

4.19.1 Línea celular NIH 3T3 

 

En la Figura 51 se presentan los resultados obtenidos del híbrido por atrapamiento, a través del 

método de cristal violeta (Figura 51 (a)) y MTT (Figura 51 (b)). En el caso del cristal violeta, 

la muestra con mayor concentración de híbrido presentó una viabilidad cercana al 100%. Por 

ende, se espera que a concentraciones menores la viabilidad no varíe significativamente, que 

fue lo observado en este caso. Los puntos cercanos a 10 que obtienen por encima del 100% de 

viabilidad celular, corresponden a 15,625 μg/mL y 7,8125 μg/mL, dando mayor al resto de las 

concentraciones. En la mayoría de los casos estas variaciones se deben a pequeñas diferencias 

en la cantidad de células sembradas en cada pocillo, producto de una disgregación parcial de 

Figura 50. Imagen de TEM de unión sílica-VLP GII-12. 

Nanohíbrido preparado por union covalente, muestra sin teñir.  
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las células al momento de la tripsinización o a una homogeneización insuficiente al momento 

de la siembra. Teniendo en cuenta que para el análisis de resultados todos los valores se 

relativizaron respecto al control de células, estas variaciones son frecuentes en este tipo de 

ensayos y en general se aceptan, salvo que exista una tendencia al aumento de la viabilidad o 

que la diferencia supere ampliamente el 100%. Los resultados obtenidos en ambos ensayos 

indican que dicho híbrido no resultaría tóxico en las concentraciones evaluadas para esta línea 

celular.  

 

Por otra parte, para el híbrido Si12G se observan los resultados obtenidos para el ensayo de 

cristal violeta (Figura 52 (a)) y para el ensayo de MTT (Figura 52 (b)). En ambos casos se 

observa que la mayor concentración del híbrido presenta una viabilidad celular de 

aproximadamente 100%. En aquellos puntos donde no se observan las barras de error 

corresponde a que la incertidumbre es muy pequeña y no se aprecia en el gráfico. Ambos 

resultados obtenidos indican que este híbrido no sería tóxico para esta la línea celular en las 

concentraciones evaluadas.  

 

(a) (b) 

Figura 51. Estudio de la citotoxicidad del híbrido por atrapamiento. En los gráficos se representa el 

porcentaje de viabilidad en función de la concentración de híbrido expresado en escala logarítmica. Se realizaron 

dos ensayos: cristal violeta (a) y MTT (b). 

(a) (b) 

Figura 52. Estudio de la citotoxicidad del híbrido entrecruzado. En los gráficos se representa el 

porcentaje de viabilidad en función de la concentración de híbrido expresado en escala logarítmica. Se 

realizaron dos ensayos: cristal violeta (a) y MTT (b). 
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Los resultados del híbrido SiG12 para el ensayo de cristal violeta (Figura 53 (a)), muestran que 

en todas las concentraciones la viabilidad se mantiene cercana al 100%, exceptuando el valor 

de viabilidad correspondiente a una concentración de 31,25 μg/mL, que se observa en la 

cercanía del 50%. Este resultado no es coherente, dado que para la concentración de 1000 

μg/mL, la viabilidad es aproximadamente 100 %, lo cual significa que a concentraciones 

menores la viabilidad debería mantenerse invariable. Este valor, podría deberse a que la 

concentración de células sembrada en esos pocillos pudo haber sido menor. En cambio, para el 

ensayo de MTT (Figura 53 (b)) se observa que la viabilidad celular en todas las 

concentraciones testeadas se encuentra alrededor del 100 %. De los resultados obtenidos se 

desprende que el híbrido por unión covalente no afectaría la viabilidad de la línea celular NIH 

3T3, en las concentraciones evaluadas. 

 

Además, se realizaron los mismos ensayos para la muestra de nanopartículas de sílica, a fin de 

determinar si las mismas presentaban toxicidad por si solas (Figura 54). Para el caso del ensayo 

con cristal violeta (Figura 54 (a)) se puede observar como la viabilidad celular se mantiene 

cercana al 100%. Lo mismo ocurre para el caso del ensayo de MTT (Figura 54 (b)), Por lo que, 

se infiere que las nanopartículas de sílica no presentarían ningún efecto citotóxico intrínseco en 

las concentraciones evaluadas para la línea celular NIH 3T3. 

(a) (b) 

Figura 53. Estudio de la citotoxicidad del híbrido por unión covalente. En los gráficos se representa 

el porcentaje de viabilidad en función de la concentración de híbrido expresado en escala logarítmica. Se 

realizaron dos ensayos: cristal violeta (a) y MTT (b). 
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4.19.2 Línea celular HaCaT 

 

Los resultados de citotoxicidad obtenidos para el híbrido por atrapamiento en la línea celular 

HaCaT se muestran en la Figura 55. Se observa que a través del método de cristal violeta 

(Figura 55 (a)) la viabilidad celular se mantiene alrededor del 100%, aproximadamente, para 

todas las concentraciones testeadas de dicho híbrido. Mientras que en los resultados obtenidos 

por el método de MTT (Figura 55 (b)) dieron aproximadamente un 100% de viabilidad celular 

considerando los desvíos correspondientes. Teniendo en cuenta los resultados de ambos 

métodos se podría concluir que el híbrido por atrapamiento para las concentraciones testeadas 

no sería citotóxico.  

 

En el caso del híbrido Si12G se observó que la viabilidad celular se mantuvo cercana al 100% 

por ambos métodos (Figura 56). A través del método de cristal violeta se observó que a todas 

las concentraciones evaluadas se obtuvo una viabilidad alrededor del 100%, por lo que el 

Figura 55. Estudio de la citotoxicidad del híbrido por atrapamiento. En los gráficos se representa el porcentaje 

de viabilidad en función de la concentración de híbrido expresado en escala logarítmica. Se realizaron dos ensayos: 

cristal violeta (a) y MTT (b). 

(a) (b) 

(a) (b) 

Figura 54. Estudio de la citotoxicidad de las nanopartículas de sílica. En los gráficos se representa el 

porcentaje de viabilidad en función de la concentración de sílica expresado en escala logarítmica. Se realizaron 

dos ensayos: cristal violeta (a) y MTT (b). 
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híbrido Si12G a dichas concentraciones no genera citotoxicidad (Figura 56 (a)). Por otro lado, 

usando el método de MTT se observa que la viabilidad celular da por encima del 100% a casi 

todas las concentraciones del híbrido, a excepción de la concentración de 31,25 µg de Si12G 

por mL de buffer (Figura 56 (b)). La viabilidad celular en dicho punto dio de aproximadamente 

75%, pero no resulta coherente teniendo en cuenta lo ocurrido a las diferentes concentraciones 

testeadas. Dado a que si se obtuvo más del 100% de viabilidad a concentraciones mayores de 

híbrido no debería de observarse muerte celular a menor concentración. Esto puede deberse a 

una mala manipulación al momento de sembrado de la placa, como se mencionó anteriormente. 

De todas formas, los resultados sugieren que por ambos métodos de revelado el híbrido Si12G 

no parece ser citotóxico a las concentraciones que se utilizaron.  

 

Para el caso del híbrido SiG12, los resultados de los ensayos de citotoxicidad se muestran en la 

Figura 57. Tanto para el revelado por el método de cristal violeta como por el método de MTT, 

se obtuvo una viabilidad celular cercana al 100% para todas las concentraciones testeadas de 

SiG12 con un porcentaje de error muy bajo. Por lo que estos resultados sugieren que dicho 

híbrido no sería citotóxico para la línea celular HaCaT.   

Figura 56. Estudio de la citotoxicidad del híbrido entrecruzado. En los gráficos se representa el porcentaje de 

viabilidad en función de la concentración de híbrido expresado en escala logarítmica. Se realizaron dos ensayos: 

cristal violeta (a) y MTT (b). 

(a) (b) 
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Por último, se evaluó si las nanopartículas de sílica generaban una respuesta tóxica en las células 

(Figura 58). Se obtuvo una viabilidad celular aproximadamente del 100% para todas las 

concentraciones de nanopartículas de sílica testeadas por ambos métodos. Esto sugiere que este 

material no sería citotóxico para la línea celular HaCaT.  

  

Figura 57. Estudio de la citotoxicidad del híbrido por unión covalente. En los gráficos se representa el 

porcentaje de viabilidad en función de la concentración de híbrido expresado en escala logarítmica. Se realizaron 

dos ensayos: cristal violeta (a) y MTT (b). 

(a) (b) 

Figura 58. Estudio de la citotoxicidad de las nanopartículas de sílica. En los gráficos se representa el porcentaje 

de viabilidad en función de la concentración de sílica expresado en escala logarítmica. Se realizaron dos ensayos: 

cristal violeta (a) y MTT (b). 

(a) (b) 
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5. DISCUSIÓN 

  

Los materiales nanohíbridos consisten en la fusión de distintos materiales que permiten obtener 

nuevas propiedades beneficiosas para aplicaciones biomédicas, tales como delivery de drogas. 

Debido a que es un campo de investigación en auge, se buscó generar nanohíbridos basados en 

VLP combinados con materiales inorgánicos. En la primera parte del trabajo se utilizaron los 

metales oro y plata como cores de las VLP del virus BMV con el objetivo de comprender el 

mecanismo de encapsulación para en un futuro adicionar fármacos con distintos fines. Mientras 

que, en la segunda parte del trabajo, se utilizaron nanopartículas de sílica biomimética y VLP 

de distintas cepas de Norovirus para generar nanohíbridos, analizando las propiedades que 

dicha combinación puede conferir.  

 

5.1 Formación de VLP con core de oro.  

 

En una primera instancia se estudió la encapsulación de GNP de 12 nm, mediante la utilización 

de proteínas de cápside viral de BMV, logrando una exitosa formación de VLP single core. Al 

obtener dichas VLP se procedió a comparar su tamaño con el virus BMV, para determinar si el 

core afectaba la conformación tridimensional de la cápside viral. Los resultados muestran que 

no hay diferencias significativas entre dichas muestras, por lo que podemos concluir que el oro 

no estaría interfiriendo en el proceso de autoensamblaje natural que ocurre con la proteina que 

constituye a la VLP de BMV. Posteriormente, se procedió a la formación de VLP multi core 

con GNP de 3,18 nm, la cual no tuvo éxito debido a que las GNP aumentaron su tamaño a 9 

nm. Dado que con GNP de 12 nm se obtienen VLP single core, no es esperable que con las 

GNP que aumentaron de tamaño se logre formar VLP multi core, ya que no hay suficiente 

espacio interno en la VLP para que esto ocurra. Las GNP podrían haber sufrido un cambio en 

su tamaño durante el procedimiento de su síntesis, dado que fueron necesarias varias etapas de 

centrifugación para concentrarlas, tal vez como sólo se realizó un único lavado no pudo 

extraerse completamente la sal de oro sobrante después de la síntesis. Por lo que, esa pequeña 

concentración de sales pudo haber generado el crecimiento de las GNP. Para solucionar este 

inconveniente se podría realizar una etapa de diálisis para remover la sal de oro de la solución, 

dado que se observó pérdida de muestra al realizar más etapas de lavado. Otra razón por la que 

pudo deberse este aumento de tamaño es el fenómeno de maduración Ostwald que se observa 

en soluciones coloidales, el cual describe el crecimiento de las partículas de mayor tamaño a 

través de las partículas de menor tamaño. Estas últimas son inestables, por lo que para alcanzar 

un estado termodinámicamente estable se disuelven y se unen a la superficie de las partículas 

de mayor tamaño (Figura 59).  
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5.2 Formación de VLP con core de plata. 

 

En principio se procedió a sintetizar SNP de un diámetro de 17 nm, aproximadamente, lo cual 

no fue posible debido a que se obtuvo un rango de tamaños que van de 1 nm a 24 nm. La 

muestra no fue homogénea, obteniéndose en mayor proporción SNP con un diámetro de 5,71 

nm. La producción de VLP no se pudo llevar a cabo dado que las nanopartículas sintetizadas 

presentaron una distribución de tamaño heterogénea, no uniformes y de poca estabilidad, ya 

que las mismas se agregaron a las 24 horas aumentando aún más su tamaño. Para este caso sería 

necesario encontrar otro procedimiento de síntesis de SNP que nos permita la obtención de una 

muestra homogénea y estable. Posteriormente, se procedió a la generación de VLP multi core 

con SNP de 4,1 nm de diámetro, la cual fue realizada utilizando dos ligandos distintos: PEG3 

y PEG4, los cuales presentan un grupo etilenglicol de diferencia. Los resultados muestran que 

la encapsulación de varias SNP dentro de una VLP fue exitosa solo para PEG4 condición 1:20. 

Al observarse las VLP multi core por TEM sin teñir (Figura 39 (a)) se pudo contemplar un 

halo gris esfumado rodeando las SNP en el interior de las VLP. Debido que la muestra no fue 

teñida sabemos que dicho halo no puede estar formado por proteínas ni por ligando, por ende, 

suponemos que ese halo estaría compuesto por pequeños átomos de plata. Los mismos podrían 

ser puntos de nucleación para la posterior formación de nanopartículas o como estabilizadores 

para la formación de VLP neutralizando las cargas de cada SNP dentro de la VLP. Para 

determinar si esto es posible serían necesarios más estudios, como por ejemplo la 

espectrofotometría UV donde se esperaría observar un pico diferente al pico de las SNP de 4,1 

nm. Estudios posteriores fueron realizados por la Dra. Irina Tsvetkova que confirmaron la 

presencia de pequeños clusters de iones de plata. El interés del hallazgo tiene importancia para 

el estudio del mecanismo de formación de las VLP multi core para su uso como sistema de 

delivery de drogas. Por ejemplo, más específicamente se podría usar el cisplatino, que es una 

droga utilizada para quimioterapia que se entrecruza con el ADN in vivo desencadenando la 

apoptosis. El problema con esta droga es que no es selectiva, afectando a todas las células del 

organismo y no específicamente a las cancerígenas. Por lo que, si la formación de VLP multi 

core puede ocurrir solamente con los clusters de átomos se podría utilizar el cisplatino para 

simular la acción de estos clusters formando así las VLP. Además, se podría combinar la 

propiedad de tropismo tisular de los virus para generar un sistema de delivery de drogas 

selectivo basado en VLP para atacar específicamente células tumorales.  

  

Figura 59. Fenómeno de maduración de Ostwald. Particulas de menor estabilidad se disocian 

originando partículas pequeñas que generan el crecimiento de partículas de mayor tamaño. 
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5.3 Proceso de desensamblado del virus BMV 

 

La cápside de BMV es muy estable a buffer con fuerza iónica baja o media y a pH menor a 5, 

pero experimenta una profunda transición estructural cuando el pH se eleva de 5 a 7. El proceso 

de desensamblaje del virus comienza con este “hinchándose” entre un pH de 6 a 7, donde pasa 

de tener un diámetro de 32 nm a un diámetro máximo de casi 35 nm. Dicho proceso ocurre en 

dos etapas, el primer paso es una transición pH-inducida que es reversible, el cual se lleva a 

cabo aproximadamente a un pH 6,5. Se cree que en dichas condiciones ocurre la desprotonación 

de grupos carboxilos de subunidades adyacentes, probablemente los glutamatos 84 y 131, los 

cuales median el proceso. El segundo paso es una expansión térmica irreversible acompañada 

por cambios en la conformación del ARN que pueden ser detectados ópticamente a través de 

sondas fluorescentes. En presencia de Mg2+, el cual ayuda a la cápside a pH cercanos a la 

neutralidad, la expansión reversible ocurre sin disociación. Sin embargo, si el Mg2+ estabiliza 

la estructura del ARN, la estructura de la cápside o la interacción entre estas dos, no está claro. 

Los cambios conformacionales del ARN también podrían ser consecuencia de que se “hincha” 

la cápside. Luego, a un pH de 7,5 o mayor y a una fuerza iónica mayor a 0,5 M, la cápside se 

disocia y el ARN viral precipita. Al restablecerse las condiciones de baja fuerza iónica y pH, la 

re-asociación de la cápside ocurre (213). Por lo que BMV puede ser desensamblado y re-

ensamblado in vitro a través de la variación del pH y la fuerza iónica.  

 

Teniendo en cuenta estos datos reportados por bibliografia, los resultados obtenidos fueron los 

esperados, dado a que la fluorescencia iba aumentando a medida que el pH aumenta por el 

desensamblado paulatino del virus. Este ensayo fue realizado con el fin de utilizar un fluoróforo 

distinto al SO, que pudiera tener la misma o mejor sensibilidad pero con el beneficio de 

presentar menos background, dado que el SO presenta un background significativo pudiendo 

afectar las medidas. El ensayo de SO es potencialmente sensible a cambios conformacionales 

de la cápside de BMV por “hinchamiento” del virus. Mientras que, en los resultados con SR se 

logra observar un pequeño cambio en la fluorescencia a diferentes pH, pero hay un 

desplazamiento de la posición del pico de fluorescencia que necesita mayor estudio. Para los 

resultados de SO se observa un pico en el rango de 700 nm a 750 nm,  que no corresponde al 

proceso de “hinchamiento” del virus, ya que el pico de fluorescencia de desnaturalización de la 

proteína se observa a los 600 nm aproximadamente. Por lo que, este último pico se cree que 

pudiera deberse al scattering, dado que aparece en todas las muestras. Además, esta reportado 

que a los 250 nm existe un pico de scattering que en este resultado no puede observarse (220), 

dado que se grafica a partir de los 400 nm. Los resultados obtenidos son muy preliminares, por 

lo que se requiere la repetición del experimento para lograr su reproducibilidad. En un futuro 

se podrían realizar experimentos con un cambio de pH gradual permitiendo demostrar la 

heterogeneidad en la población de virus y testear las muestras de nanohíbridos basados en VLP. 

 

5.4 Unión de VLP cepa GII-4 a nanopartículas de sílica  

 

La unión de VLP GII-4 a nanopartículas de sílica fue del 50% para el nanohíbrido por unión 

covalente SiG4, mientras que se obtuvo un 27% para los híbridos generados por adsorción y 
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entrecruzamiento, Si4 y Si4G, respectivamente. La diferencia observada pudo deberse a que el 

glutaraldehído unido a la sílica favorece la unión a los amino terminales de las VLP. Además, 

como se genera una unión covalente permite que no ocurra desorción de las proteínas tan 

fácilmente porque es un enlace mucho más fuerte que la adsorción.  

 

Luego, se realizó una electroforesis SDS-PAGE para verificar que las VLP se hayan unido a la 

sílica como también para poder observar si ocurre la desorción de dicha unión. Una de las 

observaciones más destacadas fue que en el carril que se sembró el sobrenadante de SiG4 se 

obtuvo una banda correspondiente a VP1 solamente, por lo que se puede suponer que se unió 

gran parte de la BSA a la sílica. Estos resultados fueron coherentes con los obtenidos para la 

desorción de dicho híbrido, ya que se observó una banda correspondiente a la BSA pero no a 

VP1. Por lo que sugiere que una baja proporcion de VP1 se unió a la sílica. Sin embargo, no se 

puede descartar que una pequeña porción de dicha proteína se haya unido también y no se haya 

desorbido, o que se encuentre tan diluída que no es posible observarla en el gel. Por otro lado, 

también se observó que la desorción de Si4G no muestra banda alguna, por lo que se puede 

concluir que el entrecruzamiento con glutaraldehído permite que la proteína quede atrapada y 

no se desprenda de la sílica.  

 

5.5 Estudios de estabilidad de híbridos sílica - VLP cepa GII-4. 

 

Las pruebas de estabilidad para los híbridos con VLP GII-4 se realizaron a modo de 

familiarizarse con la técnica DSF, dado que en el laboratorio no se tenía experiencia con dicha 

técnica. Los resultados obtenidos no fueron claros, ya que dieron muy poco reproducibles. Sin 

embargo, a partir de las pruebas que se realizaron con los híbridos de VLP GII-4 se decidió 

tener en cuenta diferentes parámetros para las siguientes evaluaciones de DSF con VLP GII-

12. Por ejemplo, normalizar la cantidad de proteína tanto en los híbridos como en la muestra 

soluble cuando se realizan los experimentos. Además, se tuvo en cuenta el tratar de optimizar 

la unión de las VLP a la sílica para minimizar la posible exposición de espacios libres de silica 

al fluoróforo SO. De esta forma se evita que este último no se una a la silica y no interfiera con 

el estudio.  

 

5.6 Capacidad de carga de la cepa GII-12 de Norovirus 

 

A partir de los resultados obtenidos para el caso de SiG12, unido covalentemente, se observa 

que a los treinta minutos se da el mayor porcentaje de unión. Para el caso de Si12, el híbrido 

por adsorción, el mayor porcentaje de unión también se da a la media hora y luego disminuye. 

Esta disminución se debe a que ocurre un equilibrio de unión - desorción, por ende varía a cada 

momento la concentración de proteína unida a la sílica. Se concluyó de dichos experimentos 

que ocurre una unión rápida con máximos de carga de entre 9,7 a 12 mg de GII-12 por gramo 

de sílica, valores obtenidos a partir de los porcentajes de unión determinados y las muestras 

aplicadas de VLP y de nanopartículas de silica.  
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En los resultados obtenidos de la electroforesis se observa que para Si12 hay una banda en el 

sobrenadante indicando que parte de la proteina no se unió a la sílica, la misma corresponde a 

la proteina BSA. Sin embargo, en la muestra de desorción de Si12G no se observa ninguna 

banda, por lo que parecería que la malla de glutaraldehído favorece esta unión y no permite la 

liberación de proteínas. Mientras que donde se sembró el híbrido Si12 se observó una tenue 

banda correspondiente a VP1, indicando que una parte de las VLP unidas se desorbieron. Para 

el caso de SiG12 no se observa banda en el sobrenadante, pero aparecen bandas en la muestra 

de desorción al igual que para Si12, siendo esta última bastante intensa pero en menor 

proporción a la banda del aplicado. Esto podría darnos indicios de que el híbrido por adsorción 

y posteriormente entrecruzado (Si12G) le podría brindar una unión más fuerte entre la sílica y 

las VLP en comparación al resto de los híbridos evaluados en dicho ensayo. 

 

En todos los geles realizados se produjo la aparición de una banda entre los 63 kDa y 75 kDa 

del marcador de peso molecular que no debería aparecer. La misma se logra visualizar sólo 

cuando se lleva a cabo la tinción de plata, dado que con la tinción de Coomassie Brilliant Blue 

la misma no se observa.  

 

5.7 Estudios de estabilidad de híbridos sílica-VLP cepa GII-12. 

 

Para los estudios de estabilidad se tuvo en cuenta que la concentración de proteína fuera igual 

tanto para las VLP de GII-12 solubles como para los híbridos, permitiendo así tener resultados 

comparables entre sí. Dado que el fluoróforo se une a la sílica, se tomó la precaución de 

optimizar la unión de las VLP para minimizar aquellos espacios de las nanopartículas que 

pudieran quedar libres. En el caso de las muestras con VLP se observan varios picos de 

fluorescencia a las temperaturas de: 46-47 °C, 58 °C, 65-67 °C y 82 ºC. Esta reportado que la 

proteína que conforma la cápside viral, VP1, presenta un número considerable de residuos 

aromáticos, de aproximadamente 44 aminoácidos entre fenilalanina, tirosina y triptófano. Por 

ende, las pequeñas variaciones en el microambiente de dichos residuos inducen cambios en sus 

características espectrales, permitiendo monitorear la estabilidad de la estructura terciaria. Más 

específicamente, los cambios de temperatura inducen alteraciones en los residuos aromáticos 

mostrando una transición térmica entre los 55 a 60 °C (215). Por lo que, el pico de fluorescencia 

a los 58 °C cae dentro del rango reportado donde ocurre la desnaturalización de las VLP. Para 

el análisis del resto de los picos, es necesario tener en cuenta que la muestra de VLP estaba 

contaminada con BSA. Esto significa que, en el proceso de desnaturalización al que fue 

sometida la muestra, ambas proteínas se desnaturalizaron. Está reportado que la temperatura de 

desnaturalización de la BSA es a los 65 °C (214), por lo que el pico observado en el rango de 

65-67 °C correspondería a dicha proteína. Además, fue reportado que VP1 presenta dos 

dominios, el S y el P, donde el S se encarga del ensamblado de la cápside viral y el dominio P 

se encarga de la formación de dímeros (221). Es por esto que el pico entre los 46-47 ºC, al estar 

cercano a la temperatura de desnaturalización, podría ser de dímeros de VP1 que se están 

desnaturalizando, siendo la razón por la cual el pico no es tan pronunciado como el que aparece 

a los 58 °C.  Por otra parte, esta reportado que a pH 4-6 aumentando la temperatura se obtiene 

que los residuos aromáticos están menos expuestos al solvente, variación correlacionada a la 

agregación de VLP de Norovirus observada en dichas condiciones (215). En este experimento 

se trabajó a pH 5, por lo que el pico que se observa a los 82 °C podría ser de VLP agregadas, 
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en donde se corre la temperatura de desnaturalización, por lo que dicho fenómeno va ocurriendo 

paulatinamente porque están mínimamente agregadas. Dichos pequeños agregados 

desnaturalizados, al aumentar la temperatura se podrían ir agregando haciendo que la 

fluorescencia se vaya perdiendo y por eso vemos que disminuye. 

 

Para el caso de los híbridos no se puede apreciar una fluorescencia significativa como en el caso 

de las VLP. Esto podría deberse a que el fluoróforo no puede acceder a las zonas hidrofóbicas 

de las proteínas por la unión, como ser en el caso del entrecruzamiento con glutaraldehído donde 

las proteínas están recubiertas por una red de dicho reactivo. En el híbrido por unión covalente, 

donde las proteínas están expuestas al medio, se observa un pico de fluorescencia a los 34 °C 

que va disminuyendo hasta los 50 °C. Lo curioso de este resultado, es que para el híbrido por 

adsorción que presenta menor estabilidad, con respecto al de unión covalente, y las proteínas 

están superficiales, no se observa pico alguno. Podría deberse a que, las VLP estaban agregadas 

al momento de efectuar la unión haciendo que las mismas sean más estables que estando en 

solución, por lo que al unir estos agregados pudieran aumentar su grado de estabilidad térmica 

aún más. Es esperable que el proceso de unión les confiera una mayor estabilidad tridimensional 

a las proteínas, siendo una ventaja frente a la utilización de las mismas en solución, pero no es 

real la carencia alguna de fluorescencia en todos los híbridos. La falta de fluorescencia podría 

deberse a que, el fluoróforo utilizado disminuye su fluorescencia cuando las proteínas están 

agregadas. Por esta razón, se debería estudiar otras condiciones para la realización de dicha 

técnica que permita obtener resultados más acordes a lo que sucede realmente. 

 

Además de la técnica de DSF, la estabilidad de los híbridos podría ser evaluada mediante la 

técnica de nanoindentation. La misma consiste en un tip extremadamente filoso unido al 

extremo de un soporte flexible, en una posición que presenta una precisión por debajo de 1 nm. 

La distancia entre el tip y la muestra es controlada por la aplicación de voltaje a un cristal 

eléctrico, que se expande o contrae. Mientras ocurre el contacto del tip con la muestra, un láser 

diodo refleja los movimientos del soporte flexible a un sensor. Esto nos permite observar la 

resistencia mecánica de las muestras a la deformación por la aplicación de una fuerza mecánica 

externa. En la Figura 60 se observa de forma esquemática en que consiste el experimento (222).  

 

MUESTRA 

Altura  
VLP 

Compresión 
VLP 

Compresión 
Completa VLP 

Figura 60. Esquema del experimento de nanoindentation. En donde se presionan las VLP con un tip para 

obtener parámetros de su resistencia. Extraído del artículo: Size and mechanical stability of norovirus capsids 

depend on pH: a nanoindentation study (222). 
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Por último, se podría evaluar los híbridos a diferentes pH para obtener información acerca de 

la estabilidad a otras condiciones. Esta información es esencial si en un futuro se desea aplicar 

estos materiales en el campo de delivery de drogas.  

 

5.8 Híbridos por atrapamiento con VLP cepa GII-12 

 

Se realizaron los híbridos previamente mencionados para la DLS y se agregó un híbrido por 

atrapamiento. Esta última muestra, se decidió añadir por el hecho de que esta reportado que 

aquellas proteínas que exhiban la capacidad de autoensamblarse pueden constituir un template 

para la formación de sílica. Las interacciones asociadas a la sílica con cápsides virales han sido 

descritas por varios autores mediante la afinidad de los precursores de sílica con los 

componentes externos de los virones. Por esta razón, al realizar la síntesis no se agregó el 

reactivo PEI para determinar si la cepa GII-12 era capaz de catalizar la síntesis de sílica. 

Lamentablemente esto no ocurrió, por lo que fue necesario agregar dicho reactivo para llevar a 

cabo la formación de sílica. Esto podría deberse a que el virus no tiene la capacidad de catalizar 

dicha reacción o a la baja concentración en la que se encuentra siendo muy difícil que pueda 

llevar a cabo la catálisis.  Por lo que en estudios futuros se debería realizar dicho experimento 

con una muestra más concentrada (13). 

  

El inconveniente que tuvo el híbrido por atrapamiento es que no se logró determinar la 

concentración proteica que fue unida. Esto es debido a que al realizar el experimento de BCA, 

hubo una interferencia del sobrenadante de la unión por esta técnica con algún reactivo de dicha 

técnica, dando una coloración azulada bastante atípica. El resultado fue observado por varios 

colegas en el laboratorio que trabajan con atrapamiento, deduciendo que es el excedente del 

reactivo PEI que queda luego de la unión, el que genera la interferencia con algún reactivo del 

BCA. Por dicha razón se recurrió a realizar una electroforesis SDS PAGE de los sobrenadantes 

de las muestras para verificar si se logró unir o no VLP. Según los resultados obtenidos, la 

unión fue exitosa.  

 

5.9 DLS 

 

Los resultados obtenidos para la muestra de VLP cepa GII-12 no fueron los esperados, debido 

a que dependiendo de la cepa, el diámetro de Norovirus fluctúa entre 27 nm a 40 nm, 

aproximadamente. En nuestro caso, el diámetro hidrodinámico fue de 1739 nm con un desvío 

estándar muy alto de 1004 nm. Se reportó que las VLP de Norovirus expresadas en Pichia 

pastoris, que fueron caracterizadas por TEM y DLS en medio de cultivo, tenían diámetros que 

varían entre 40 nm a 100 nm por ambas técnicas. Destacándose que por DLS se obtuvo un 

diámetro hidrodinámico de 40 nm, en muestras liofilizadas y posteriormente resuspendidas en 

medio de cultivo, siendo este el más cercano al valor real del virus (217). Además, en otro 

artículo se reportó que la cepa GI-1 en agua presenta un diámetro hidrodinámico de 60 nm, 

mientras que para la cepa GII-4 el diámetro es de 50 nm, aproximadamente (218). Por otra 

parte, usando como medio un solvente con 40 % de sacarosa permite obtener un diámetro 
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hidrodinámico de Norovirus de aproximadamente 36,8 nm (219). Teniendo en cuenta lo visto 

en la bibliografía, se podría esperar un valor de diámetro mayor dado que las proteínas son 

hidratadas causando que las medidas por DLS sean mayores a las obtenidas por TEM. Debido 

a que la muestra está contaminada con BSA se realizó una búsqueda bibliográfica para 

determinar el diámetro hidrodinámico de la misma, obteniéndose que varía entre 6 nm a 8 nm 

en buffer Tris-HCl pH 7,4 (223). Sin embargo, los valores obtenidos para la muestra de VLP 

GII-12 contaminada con BSA son extremadamente altos para los valores reportados, por lo que 

suponemos que la muestra se encontraba agregada. Por otra parte, valores altos de PdI indican 

que las nanopartículas generadas en el sistema presentan baja homogeneidad en la distribución 

de tamaño. En este caso, el valor de PdI es más cercano a 0 que a 1, indicando que la muestra 

es bastante homogénea y el potencial zeta da un poco menor a 30 mV por lo que podría mostrar 

indicios de agregación. Esto se debe a que los valores de potencial zeta recomendados para una 

suspensión coloidal deben ser mayores a 30 mV, dado que este parámetro indica la estabilidad 

potencial del sistema coloidal en estudio. Si todas las partículas en suspensión presentan un 

potencial zeta grande, ya sea positivo o negativo, van a tender a repelerse entre sí, por ende las 

mismas no se van a agregar. Sin embargo, si las partículas presentan un valor bajo de potencial 

zeta no hay fuerza que impida la agregación de las mismas (216). 

 

En el caso de las nanopartículas de sílica, el diámetro hidrodinámico obtenido es de 838 nm 

con un desvío estándar de 239 nm. Se buscó en bibliografía reportes de DLS realizado a 

nanopartículas de sílica con core de BSA para comparar, encontrándose un artículo donde 

obtuvieron un diámetro hidrodinámico de 374,4 nm con un desvío estándar de 36,4 nm. La 

diferencia en el tamaño obtenido con el reportado puede deberse a la preparación de la muestra, 

dado que en el artículo las nanopartículas fueron liofilizadas y posteriormente resuspendidas en 

PBS, mientras que en el presente trabajo no fueron liofilizadas y se resuspendieron en agua 

destilada (164). El valor de PdI indica que las nanopartículas de sílica son homogéneas, 

mientras que el potencial zeta dio negativo. Este último resultado no es factible dado que 

sabemos por datos reportados que el potencial zeta de las nanopartículas de sílica es positivo. 

Esto se debe a que se utiliza el reactivo PEI para la formación de nanopartículas de sílica, el 

cual le confiere carga positiva a las mismas. Por lo que, debería repetirse el experimento 

buscando las condiciones óptimas para realizar dicha técnica. 

 

Para los diferentes híbridos, se obtuvieron diámetros hidrodinámicos mayores al obtenido para 

las nanopartículas de sílica, lo cual es esperable dado que se está uniendo proteínas en dichas 

partículas. Pero, comparándolos con el diámetro hidrodinámico de las VLP son menores, por 

lo que podemos constatar que los datos obtenidos para las VLP no son muy confiables. Es por 

esta razón que decidimos comparar con los datos de diámetro hidrodinámico reportados para 

nuestras VLP. Debido a que los híbridos son aproximadamente 30 veces más grandes en 

comparación al diámetro de la VLP, lo unido sería uno o varios agregados de VLP unidos a la 

sílica. En el caso de los híbridos que utilizan glutaraldehído, unión covalente y 

entrecruzamiento, podría existir una interacción simultánea de una VLP con más de una 

nanopartícula de sílica a través del glutaraldehído. Para el caso de la unión covalente, se debe 

a que dicho reactivo reacciona con el amino terminal dado que a pH 7 es el único que esta 

ionizado, ya que su pKa se encuentra a 7,2, mientras que los aminos secundarios, 
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correspondientes a las lisinas, no están ionizados porque su pKa es cercano a 10,6. A diferencia 

del entrecruzamiento donde el glutaraldehído no sólo reacciona con los aminos terminales. Es 

por esta razón que pueden haberse formado uniones con las VLP mediante los múltiples aminos 

primarios ionizados o con otros aminos, esto último sólo para entrecruzamiento, ya sea que el 

glutaraldehído forme una malla por fuera o este funcionalizado directamente sobre la 

nanopartícula de sílica. En este último caso se consideraría que la superficie de la nanopartícula 

de sílica no esté completamente cubierta por VLP, dado que la concentración era muy baja. En 

ambos híbridos, si esto ocurre, se esperaría la formación de agregados y por eso se observa una 

población cuyo diámetro hidrodinámico es superior al resto. Es por estas razones que las 

condiciones de trabajo para dichas estrategias de unión no son óptimas para la obtención de 

nanohíbridos utilizando VLP. Los resultados para el entrecruzamiento fueron los esperados, ya 

que debido a que la malla de glutaraldehído externa tiende a comprimir lo que contiene, el 

diámetro hidrodinámico de este híbrido debería ser el menor comparado a los otros. 

 

El diámetro hidrodinámico resultante para el híbrido por atrapamiento fue de 1677 nm, siendo 

el mayor comparado al resto y con un desvío estándar de 381 nm. Teniendo en cuenta que la 

muestra de VLP pareciera estar agregada, al momento de la formación de la malla de 

nanopartículas de sílica alrededor de las VLP agregadas va a implicar una superficie mayor, por 

ende el diámetro hidrodinámico va a resultar mayor. Por otra parte, para el híbrido por adsorción 

puede haber sucedido lo mismo que con el híbrido mencionado anteriormente. Es por esta razón 

que el diámetro hidrodinámico determinado es más grande de lo esperado. 

 

Para todos los híbridos los valores de PdI fueron cercanos a cero, indicando que las muestras 

son homogéneas. Mientras que para el potencial zeta todos los valores obtenidos fueron 

mayores a 30 mV, indicando que las muestras están en suspensión y no dan indicios de 

agregación. Debido a que la unión no genera formas esféricas puede ocurrir que se sobreestime 

el diámetro hidrodinámico, por ende se debería realizar otro experimento, como ser TEM, para 

afirmar estos resultados. Ademas, es recomendable a futuro realizar estudios exhaustivos acerca 

de las condiciones de trabajo, buscando que las mismas eviten la agregación de los híbridos.  

 

5.10 Imágenes de TEM  

 

Debido a que se encontró en bibliografía que los valores de diámetro obtenidos por DLS son, 

dependiendo del medio en el que se midan, significativamente mayor a los obtenidos a TEM, 

se procedió a utilizar dicha técnica a modo comparativo. La mayor proporción de nanopartículas 

de sílica presenta un diámetro dentro del rango 350 nm a 370 nm, a diferencia del promedio 

obtenido en el DLS donde el diámetro hidrodinámico era de 838 nm. Dicha variación entre las 

técnicas se debe a que al realizar la DLS las nanopartículas de sílica se hidratan aumentando su 

diámetro hidrodinámico. Se observó en bibliografía que para nanopartículas de sílica con core 

de BSA, mediante la técnica de microscopía electrónica de barrido los diámetros obtenidos 

rondan aproximadamente los 300 nm (164). Dichos resultados son similares a los obtenidos en 

este trabajo, los cuales son de gran utilidad para el experimento de citotoxicidad ya que sabemos 

que las nanopartículas al ser menores de 500 nm de diámetro van a poder ingresar a las células 
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a través del proceso de endocitosis brindándonos más datos sobre su posible aplicación como 

sistema de delivery de drogas. En el caso de que estos nanohíbridos presenten un tamaño mayor 

a 500 nm se ha reportado que generalmente ocurre el proceso de fagocitosis para ingresar 

material a las células (203, 224). Dicha técnica nos permitió corroborar que las nanopartículas 

de sílica sintetizadas tenían una forma esférica homogénea. Por lo que se descarta que el motivo 

de la variación del diámetro por DLS con lo reportado se debiera a que su forma no fuera 

esférica sobreestimando su diámetro real. 

 

5.11 Citotoxicidad 

 

La mayoría de los experimentos realizados in vitro son utilizados para determinar la potencial 

citotoxicidad de la muestra a testear. Debido al potencial uso, de los híbridos generados, como 

sistemas de delivery de drogas es necesario demostrar que no son tóxicos. Gran parte de los 

productos, como ser nuevas drogas, deben pasar por ensayos de citotoxicidad extensos antes de 

ser liberados para su uso público. Estos experimentos, muchas veces, involucran la utilización 

de un alto número de animales, cuyas legislaciones limitan su uso. Por lo tanto, existe mucha 

presión humana, económica y ética en la utilización de animales, generando que parte de los 

experimentos de citotoxicidad se realicen in vitro. En particular los ensayos que se realizan en 

placas multipocillo permiten la evaluación de diversas condiciones en forma simultánea, por lo 

que resultan más económicos. Sumado a esto, la microtitulación permite la evaluación 

simultánea de un gran número de condiciones y empleando relativamente poca cantidad de 

muestra a testear. Las microtitulaciones más utilizadas se realizan en placas de 96 pocillos, 

como se utilizó en los ensayos de citotoxicidad del presente trabajo. La población de células se 

expone al agente en estudio y para determinar la viabilidad celular, generalmente, se utiliza la 

medición de un parámetro metabólico (225). Es de suma importancia el uso de diferentes 

métodos para determinar la viabilidad celular de las muestras, dado que dependiendo del 

mecanismo por el cual sea tóxico un compuesto, puede que un método sea más sensible que 

otro para detectarlo. Además, está reportado que ensayos como el de MTT que depende de 

reacciones enzimáticas puede ser afectado por inhibidores de enzimas. Por lo que, es importante 

considerar que efecto es el esperado con respecto al mecanismo de muerte y emplear más de un 

método de detección (226). 

 

En el presente trabajo se emplearon dos métodos de detección: MTT y cristal violeta. La 

medición de la viabilidad celular a través de la reducción de MTT es ampliamente utilizada. El 

reactivo MTT es tetrazolio soluble en agua, con una coloración amarilla, que es reducido por 

células vivas a un producto de color púrpura que corresponde a formazan, el cual es insoluble 

en soluciones acuosas. Mientras que la técnica de coloración con cristal violeta permite 

determinar el cambio en el contenido de proteínas totales de la muestra. Si se encuentra afectado 

el crecimiento celular se reduce el número de células presentes en el cultivo tratado con respecto 

al control, por lo que la medida de la concentración de proteínas presentes en el cultivo 

constituye un índice de toxicidad (225). 
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La toxicidad de un compuesto no es igual para todas las líneas celulares, de hecho un mismo 

compuesto puede resultar tóxico para determinada línea e inocuo para otra, por esta razón en 

este trabajo se utilizaron dos líneas celulares diferentes, una correspondiente a ratón y otra 

humana, para evaluar los híbridos a fin de obtener una mejor comprensión de su 

comportamiento. El uso de la línea celular humana HaCaT es de suma importancia, dado a que 

esta línea proviene de células humanas normales inmortalizadas espontáneamente en cultivo, 

por lo que los resultados obtenidos, por más que sean preliminares, generan un gran aporte si 

en un futuro se desea usar los híbridos para el delivery de drogas (226). 

 

Se considera conveniente hacer los estudios de citotoxicidad a diferentes tiempos de exposición 

de las muestras a testear, dado a que puede no haber toxicidad de las células en un período de 

exposición corto pero si en uno más largo. Según lo buscado en la bibliografía, los tiempos de 

exposición de 4 y 24 horas son los más utilizados para el caso de nanopartículas (227, 228). En 

nuestro caso, dado a la limitante de reactivos se decidió usar solamente un tiempo de exposición 

de 4 horas de forma de observar la citotoxicidad de las muestras a corto plazo. Otro factor 

considerado para llevar a cabo el experimento de citotoxicidad, fue la presencia de suero en el 

medio de cultivo, ya que está reportado que las nanopartículas pueden llegar a aumentar su 

tamaño en presencia del mismo. (229). Por esta razón, se sugiere para estudios posteriores 

evaluar la variación del diámetro de las nanopartículas de sílica mediante la técnica de DLS 

utilizando tanto medio completo como sin suero. Para no afectar el estado de las células por 

deprivación de suero, se trabajó en condiciones con 10% SFB. Se utilizaron las nanopartículas 

de sílica junto a casi todos los híbridos con VLP de la cepa GII-12 para testear su toxicidad. El 

híbrido por adsorción iónica fue el único que no se evaluó, dado que la unión de las VLP a la 

silica no es muy fuerte, indicando que no sería un buen candidato para su utilización en sistemas 

de delivery de drogas. Además, no nos pareció relevante testear dicho híbrido ya que éste 

presenta las nanopartículas de sílica rodeadas por VLP al igual que el híbrido por unión 

covalente, solo que este último presenta una unión mucho más fuerte. 

 

Teniendo en cuenta que se evaluó un amplio espectro de concentraciones, las cuales van de los 

1000 µg a 3,90625 µg de híbrido por mL de medio completo, y no se observó una disminución 

de la viabilidad celular para ninguna condición testeada, se sugiere realizar ensayos a 

concentraciones superiores a las utilizadas. De esta forma se podrá determinar a qué 

concentraciones se logra ver un efecto citotóxico en las líneas celulares testeadas, si es que lo 

hubiera. 

 

En el trabajo se observó que en general ninguna de las muestras de híbridos evaluadas en ambas 

líneas celulares resulta ser citotóxica a las concentraciones testeadas. Además, se observó que 

la sílica muestra valores cercanos al 100% de viabilidad celular, indicando que las 

nanopartículas sin VLP unida no presentan citotoxicidad para las líneas celulares utilizadas en 

las condiciones estudiadas. Dichos resultados obtenidos para las nanopartículas de sílica 

coinciden con lo reportado en varios artículos. Por ejemplo, está reportado por Brunner et al 

que las nanopartículas de sílica no resultaron tóxicas para células humanas de mesotelioma y 

células embrionarias de fibroblasto de ratón. Mientras que las células de fibroblasto de la piel 
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y pulmonares son más susceptibles a las lesiones de membrana causadas por las nanopartículas 

de sílica que las células tumorales. Esto se estudió a través de los métodos de MTT y la 

cuantificación de ADN por Hoechst, incubando por 3 y 6 días las muestras a un rango de 

concentraciones de 0 a 15 µg/mL (230). Sin embargo, Mu et al estudiaron la citotoxicidad de 

nanopartículas de sílica de 14 nm de diámetro, las cuales observaron que se agregan en medio 

de cultivo DMEM sin suero resultando en un diámetro hidrodinámico de 500 nm. La 

citotoxicidad de las mismas se evaluó en distintas líneas celulares, entre ellas HaCaT, a través 

del método de MTT y Comet por 24 horas de incubación obteniendo como resultado que la 

citotoxicidad se observó a concentraciones de nanopartículas mayores a 1 µg/mL (227). Este 

resultado no coincide con los obtenidos en el presente trabajo. La diferencia radica en el tiempo 

al cual estuvieron expuestas las células a las nanopartículas, por lo que en estudios a futuro 

podrían evaluarse tiempos de exposición mayores para determinar si son o no citotóxicas.  

 

Considerando que los híbridos no fueron citotóxicos a las concentraciones evaluadas y que 

presentan un tamaño bastante grande, teniendo en cuenta los resultados de DLS y TEM, se 

puede sugerir que los resultados obtenidos coinciden con reportes previos. Los mismos 

establecen que las nanopartículas de menor tamaño resultan ser más tóxicas porque presentan 

mayor superficie de interacción, pueden ingresar en mayor cantidad a la célula y algunas 

podrían ingresar directamente al núcleo celular (203, 224). Debido al aporte que podría 

significar para trabajos futuros, se sugeriría realizar los experimentos de DLS, como se 

mencionó con anterioridad, con el fin de evaluar si las nanopartículas de sílica en los diferentes 

híbridos aumentan o no su tamaño. Además, mediante la metodología de TEM se podrían 

evaluar varios tiempos de exposición de las nanopartículas al medio con suero, observando si 

existe crecimiento paulatino. Por otra parte, si las nanopartículas de sílica con VLP se 

combinarán con nanopartículas metálicas se podría utilizar el TEM para determinar la cantidad 

de híbridos que fueron capaces de ingresar a la célula en diferentes tiempos de exposición (231). 
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6. ANÁLISIS ECONÓMICO  

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo refieren a los primeros pasos de una posible 

herramienta nanotecnológica, aunque nos encontramos lejos de una aplicación o 

comercialización de la misma.  Sin embargo, debido a los resultados motivadores que se 

obtuvieron esto podría ser la base de futuras aplicaciones en el campo de biomedicina.   

 

Actualmente, hay un gran interés en el desarrollo de materiales nanohíbridos basados en VLP 

que puedan ser utilizados para mejorar la salud humana. Si bien aún no se ha logrado obtener 

ningún producto comercial, ha habido un enorme desarrollo en esta área de estudio. Existen una 

gran variedad de potenciales productos que hoy en día se encuentran en diferentes fases de 

ensayos preclínicos o en investigación. Por ejemplo, la empresa Aura Biosciences ha estado 

desarrollando un tratamiento para combatir el melanoma uveal, que es el tumor maligno más 

frecuente en el ojo (232).  El producto que presentan está en fase pre-clínica y consiste en VLP 

que demuestran tener una alta selectividad para dirigirse a los tumores sólidos, sin actuar en el 

epitelio normal. A la VLP se le une a la superficie una molécula fluorescente no-tóxica que 

permite destruir al tumor una vez administrada la droga en el ojo. Esto se hace irradiando con 

un láser a longitudes de onda en el infrarrojo que activa a las moléculas fluorescentes, las cuales 

destruyen las membranas de las células tumorales. Hoy en día se utiliza una placa radioactiva 

como tratamiento, la misma es colocada sobre el exterior del ojo por días, pudiendo generar 

cataratas, retinopatía o pérdida de visión severa. Alternativamente, existe la cirugía denominada 

enucleación donde se remueve el ojo. Por lo que el desarrollo del material nanohíbrido 

mencionado podría ser una opción no-invasiva y altamente selectiva para la enfermedad de 

cáncer ocular. Además, esta empresa se ha focalizado mucho en la investigación de posibles 

delivery de drogas usando VLP para tratar aquellos tipos de cáncer que no son comunes en la 

población.  

 

Otro ejemplo del estudio que se le ha dado a la generación de nanohíbridos basados en VLP es 

el proyecto que se llevó a cabo en el 2010 por el Latvian Biomedical Research and Study Centre. 

Por un período de tres años se estudió la generación de herramientas de delivery de drogas o de 

diagnóstico mediante la utilización de VLP (233).  Además, existen otras compañías como 

Genova Biotech Services que se especializan en la producción de VLP para el área del 

descubrimiento de drogas (234).  Tomando todo en consideración, aún estamos en un proceso 

de generación de conocimientos básicos para poder tener un mejor entendimiento de cómo 

funcionan y qué efectos generan estos materiales con el fin de poder desarrollar nuevas 

aplicaciones biomédicas.  
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7. CONCLUSIONES  

 

- Se logró preparar híbridos de GNP-VLP de BMV y SNP-VLP de BMV de forma 

exitosa. Estos híbridos fueron parcialmente caracterizados encontrándose propiedades 

acordes a una posible utilización como herramienta para delivery de drogas.  

 

- Se desarrollaron tres protocolos para la preparación de híbridos de sílica-VLP de 

Norovirus.  

 

- Se desarrolló un protocolo nuevo en el laboratorio para la evaluación de la estabilidad 

de proteínas unidas a sílica.  

 

- Estudios preliminares de los híbridos con sílica parecen demostrar una estabilidad 

mayor que las VLP en solución.  

 

- Los híbridos sílica-VLP mostraron tamaños que indican agregación.  

 

- Los estudios de citotoxicidad demostraron que los híbridos sílica-VLP no parecen ser 

tóxicos en las líneas celulares NIH 3T3 y HaCaT a concentraciones que van de 1000 

μg/mL a 3,9 μg/mL, aproximadamente.  
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9. ANEXOS  

 

9.1 Anexo 1: Preparación de soluciones 

 

 Soluciones: 

 

Medio LB 

Para la preparación de 1L: 

 10 g Triptona 

 5 g de extracto de levadura 

 10 g de NaCl 

Se resuspende en 1L de agua destilada y se autoclava. 

 

Medio de infiltración 

 10 mM MgCl2, 10 mM MES, pH 5.9 y 150 µM acetosiringona.  

 

Virus buffer 

 0,25 M de NaOAc 

 0,01 M de MgCl2  

 pH 4.5  (preparar antes de uso y mantenerlo en la heladera) 

 Antes de usarlo se debe agregar β-mercaptoethanol a una concentración de 2 mM (140 

µL para 1 L de virus buffer) 

 

Solución de sacarosa 10 % 

 10 g de sacarosa por cada 100 mL de virus buffer 

 

Solución de CsCl 40% 

 Para 20 mL de volumen total, se pesan 8 g y se disuelven en 20 mL de virus buffer.  
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SAMA buffer 

 0,05 M de NaOAc 

 0,008 M de Mg(OAc)2 

 pH 4,5 

 

Buffer de desensamblaje 

 5 M CaCl2.2H2O  

 pH 7,4 

 

TKM buffer 

 1 M KCl  

 0,01 M Tris 

 0,005 M MgCl2 

 pH 7,4 

 

TNKM buffer  

 0,01 M KCl 

 0,05 M Tris-HCl 

 0,05 M NaCl 

 0,005 M MgCl2 

 pH 7,4 

 

Buffers para análisis de proceso de desensamblado de BMV 

 

pH Ácido cítrico 0,1 M (mL) Na2HPO4 0,2 M (mL) 

4 6,1 3,9 

4,6 5,3 4,7 

5 4,9 5,1 

5,6 4,2 5,8 

6 3,7 6,3 

6,6 2,7 7,3 

7 1,8 8,2 

7,4 0,6 9,4 
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Preparación de geles de poliacrilamida al 15% 

 

Es necesario preparar una solución de poliacrilamida 30 %, para ello se pesan 29 g de acrilamida 

y 1 g de bisacrilamida, y se disuelven en 100 mL de agua destilada. Posteriormente, se prepara 

una solución de APS 10 % pesando 50 mg de APS y agregando 500 μL de agua destilada. 

 

Para la preparación de dos geles se deben mezclar las siguientes soluciones en el orden que se 

disponen: 

- Gel Separador (15 mL): 
 3,4 mL de agua destilada 

 7,5 mL de acrilamida 30 % 

 3,8 mL 1,5M Tris pH 8,8 

 150 μL SDS 10 % 

 150 μL APS 1 0% 

 6 μL TEMED 

 

- Gel Concentrador (5 mL): 

 3,4 mL de agua destilada 

 830 μL de acrilamida 30 % 

 630 μL 1,5M Tris pH 6,8 

 50 μL SDS 10 % 

 50 μL APS 10 % 

 5 μL TEMED 

 

Una vez armado el soporte se coloca la mitad de la solución del gel separador hasta 1 cm por 

debajo del borde superior del vidrio del soporte y se le agrega 1 mL de butanol en la superficie. 

Al corroborarse que gelificó, se retira el butanol y se le agrega el TEMED a la solución de gel 

concentrador. Posteriormente, se agrega la mitad del volumen al soporte, se le coloca el peine 

con cuidado de no formar burbujas y se lo deja gelificar. 

 

Buffer de carga 5X 

 1 mL de 1% azul de bromofenol 

 4 mL de 1.5 M Tris-HCl pH 6.8 

 10 mL de glicerol 

 2 g de SDS 

 5 mL de β-mercaptoetanol 

Agregar las soluciones en el orden que aparecen y mezclar. Posteriormente almacenar a 4 °C. A partir 

de dicha solución se realizan alícuotas al 1X.  
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Azul de Coomassie Brilliant Blue 

 

Tabla 9. Reactivos necesarios para la preparación de azul de Coomassie Brilliant Blue.  

Componentes Concentración final Cantidad 

Agua destilada -- 650 mL 

Sulfato de Amonio 10 % 100 g 

Coomasie G-250 0.1 % 20 mL de una solución al 5% en 

H2O 

Ácido fosfórico 3 % 30 mL 

Etanol 20 % 200 mL 

Volumen Final -- 1000 mL 

 

Deben mezclarse en el orden establecido en la Tabla 9, teniendo en cuenta que el sulfato de 

amonio este bien disuelto antes de agregarle el Coomassie.  

 

Soluciones para tinción de geles con solución de nitrato de plata: 

 

 Solución de Lavado I: mezclar 80 mL de metanol absoluto con 20 mL de ácido acético 

glacial y 100 mL de agua destilada.  

 Solución de Lavado II: mezclar 40 mL de etanol con 20 mL de ácido acético glacial y 

340 mL de agua destilada.  

 Solución Reductora: pesar 2 mg de DTT y disolver en 400 mL de agua destilada 

 Solución de Nitrato de Plata: pesar 0.68 g de nitrato de plata en 400 mL de agua 

destilada. 

 Solución Reveladora: pesar 7.95 g de carbonato de sodio anhidro y disolver en 250 mL 

de agua destilada mezclada con 250 mL de formaldehido  

 Solución de ácido acético: mezclar 12.5 mL de ácido acético glacial con 237.5 mL de 

agua destilada. 
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9.2 Anexo 2: Medidas de diámetros de nanopartículas y VLP usando ImageJ 

  

Hay dos maneras de medir diámetro de una partícula usando ImageJ, una es manualmente y 

otra es con la herramienta threshold.  

 

Primero si se quiere hacer las medidas manuales, la cual es la opción más precisa pero toma 

mucho más tiempo, se debe presionar la herramienta Straight y marcar el diámetro a medir de 

la partícula. Luego se presiona control + M y aparece un cuadro con una variedad de parámetros 

determinados, entre los que se encuentra Length que corresponde a la medida del diámetro en 

escala nanométrica (Figura 61). 

Figura 61. Determinación del diámetro de una nanopartícula de oro usando el programa 

ImageJ con la herramienta manual. 
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Por otro lado, con la herramienta threshold se procede distinto. Primero se selecciona un área 

de la imagen con la herramienta Rectangular, generalmente se toma en cuenta que en ese 

espacio las partículas no estén amontonadas y se puedan diferenciar una de otra y que no haya 

problema de iluminación en la imagen. Luego se presiona la opción Image/ Adjust/ Threshold 

(Figura 62).  

 

Una vez seleccionada la herramienta threshold las partículas se colorean de color rojo, entonces 

se debe chequear que se tome de dicho color solo la partícula y no de más o de menos (Figura 

63). Luego se presiona la opción Analyze/ Analyze Particles y se setean determinados 

parámetros, los cuales son: Size (nm2): 5- Infinity, se marca la opción de pixel units, Circularity: 

0,5-1,0, Show: Outlines y por ultimo también se marcan las opciones de Display Results y 

Figura 62. Determinación de diámetro de nanopartículas de oro con la herramienta threshold. 
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Exclude on edges. Habiendo seteado dichos parámetros se obtiene una tabla similar a la 

obtenida con el método manual donde se toma el valor de área y suponiendo que las partículas 

que medimos son circulares se puede determinar el diámetro de las mismas usando la ecuación 

del área de un circulo (Ecuación 1), teniendo en cuenta que el diámetro es el doble del radio 

(r).  

 

Ecuación 1.  Á𝑟𝑒𝑎 =  𝜋. 𝑟2 

  

Figura 63. Determinación de diámetro de nanopartículas de oro usando la herramienta threshold. 
Se chequea la correcta coloración de las partículas y se procede a analizarlas.   
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9.3 Anexo 3: Procedimiento para recuento celular y determinación proteíca por BCA 

 

Recuento celular 

 

Se prepara la muestra mezclando 20 μL de la suspensión celular y 20 μL de azul de tripán, el 

cual es un colorante que tiñe de color azul las células muertas en la muestra. Se homogeniza, 

se cargan 10 μL en la cámara de Neubauer y se procede a realizar el recuento inmediatamente. 

Utilizando el objetivo de 10X se enfoca el cuadrante, que corresponde a un área de 1 mm x 1 

mm, y se cuenta el número de células presentes en los cuatro cuadrantes de las esquinas de la 

cámara de Neubauer (Figura 64). A partir de la ecuación mostrada a continuación se obtiene 

el número de células por mL: 

 

Número de células/mL = 104 * factor de dilución * (número de células contadas)/4 

Donde el factor de dilución corresponde al inverso de la dilución realizada a la suspensión 

celular. 

 

Determinación de concentración proteica por método de BCA 

 

La determinación se llevó a cabo según especificaciones del proveedor (Sigma Aldrich). En 

una placa de 96 pocillos se colocan 200 μL de la mezcla reactiva y se agregan 25 μL de las 

muestras. Una vez que se siembran todas las muestras se procede a incubar a 37 °C por media 

hora y posteriormente se mide absorbancia a 595 nm. Para la concentración proteica se realizó 

una curva de la calibración con BSA, a partir de una solución estándar con una concentración 

de 2 mg/mL. 

Figura 64. Esquema de la cámara de Neubauer. En celeste se muestra un 

cuadrante de 1 mm x 1 mm que presenta divisiones para facilitar el recuento. 
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9.4 Anexo 4: Análisis de datos en el GraphPad Prism 6 

 

Primero, cuando se abre el programa se debe de elegir para trabajar en un gráfico X vs Y, donde 

se tienen 3 columnas para Y. También se selecciona que se grafique con promedio (mean) y 

SD (standard deviation) tal como muestra la Figura 65.  

 

Luego, para cada ensayo se agregan todas las concentraciones de híbrido utilizado en el eje X, 

las cuales van a ir de 1000 µg/mL a 3,90625 μg/mL y en el eje Y se agregan los resultados 

obtenidos de las medidas de absorbancia que se encuentran por triplicado para cada condición. 

El programa va a generar un gráfico de forma automática en base a dichos datos. Seguido de 

esto, se elige la opción Analyze que se encuentra en la barra de herramientas y se selecciona la 

opción de Normalize a los datos de interés. El programa va a pedir que se defina un valor para 

0%, el cual va a ser el promedio de lo obtenido en el control de muerte, y un valor para 100% 

que va a ser el promedio calculado del control de celulas (Figura 66 (a)). A partir de esto se va 

a generar un grafico con los valores de absorbancia normalizados en base a los controles y 

presentados en forma de porcentaje en funcion al logaritmo de la concentracion de la muestra 

(Figura 66 (b)).  

Figura 65. Selección de grafico en el programa GraphPad Prism.  



133 
 

  

Posteriormente se procede a cambiar la escala del eje de las X, pasándola de lineal a 

logaritimica. Para ello se selecciona el eje haciendo click, se presiona botón derecho y se 

despliega un menú, donde elegimos la opción Format Axes. Esto nos abre una nueva ventana 

(Figura 67 (a)) donde seleccionamos Scale y cambiamos Linear por Log 10 y nos queda la 

gráfica que se muestra en la Figura 67 (b). 

Figura 66. Normalización de datos de absorbancia. (a) Muestra cómo se definen los valores máximos (100%) 

y mínimo (0%) para llevar a cabo la normalización. (b) Grafico normalizado del porcentaje de viabilidad celular 

en función de la concentración de nanopartículas de sílica.   

(a) 

(b) 
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Figura 67. Cambio de escala del eje X. (a) Muestra cómo se realiza el cambio de escala 

del eje X. (b) Grafico normalizado del porcentaje de viabilidad celular en función de la 

concentración de nanopartículas de sílica en escala logarítmica.   

(a) 

(b) 


