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RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fue la preparación y caracterización de nanoestructuras híbridas 

usando proteínas y estructuras supramoleculares de proteínas virales como plantillas para 

coordinar la nucleación, crecimiento, organización y transformación de nanopartículas 

metálicas. En particular arquitecturas globulares como la albumina sérica humana (HSA), 

estructuras esféricas y toroides generadas a partir del virus del mosaico del tabaco (TMV) y 

tubos ensamblados de la proteína viral VP6 se funcionalizaron con nanopartículas de plata 

(AgNPs).  

 

La funcionalización de las plantillas se generó in situ en un medio acuoso mediante la 

reducción química de precursores metálicos como nitrato de plata y acetato de plata. Los 

híbridos generados se caracterizaron usando varias técnicas como; Espectrometría 

ultravioleta-visible (UV-vis), espectrometría infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), 

dispersión dinámica de luz (DLS), microscopía electrónica de transmisión (TEM), 

microscopía electrónica de barrido (SEM), microscopia de fuerza atómica (AFM) y 

microscopia de efecto túnel (STM). Además se analizó la actividad tóxica de los híbridos 

generados usando la albumina sérica (HSA/AgNPs), finalmente se analizó la capacidad de 

conducción eléctrica de los híbridos generados con los tubos de la proteína VP6 

(VP6/AgNPs). 

 

Los resultados indicaron que las plantillas empleadas poseen grupo funcionales con 

afinidad por los precursores metálicos, ya que se logró la síntesis in situ de nanopartículas 

de plata. La utilización de estructuras altamente organizadas permitió la formación de 
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materiales híbridos de alta calidad, las plantillas conservaron su macroestructura y la fase 

inorgánica creció a lo largo de las superficies con grupos funcionales con afinidad por iones 

de plata. El número de grupos funcionales por área de superficie y la geometría de la 

plantilla definieron el grado de funcionalización y las características de las nanopartículas 

metálicas. Los materiales mostraron ser estables en fase acuosa hasta por varios meses. En 

particular los híbridos HSA/AgNPs no presentan toxicidad para los glóbulos rojos. 

Finalmente, la capacidad de conducción eléctrica de los híbridos VP6/AgNPs tienen un 

comportamiento eléctrico semejante a la del bulto.  

 

En este trabajo se demuestra que el uso de plantillas como la albumina de suero humano, 

esferas y discos derivados de TMV, así como de los tubos de la proteína VP6 es un método 

práctico para la síntesis de nanobjetos híbridos con arquitecturas notables. 

La actual facilidad de escalar la producción de plantillas biológicas, combinado con el 

método preciso y reproducible empleado en este trabajo hace de los híbridos, materiales 

útiles en aplicaciones nanotecnologícas que pueden ir desde bactericidas hasta elementos en 

dispositivos electrónicos. 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 



vii 

 

ABSTRACT 

The goal of this work is the preparation and characterization of hybrid nanostructures using 

proteins and supramolecular structures like viral protein as templates for the coordination, 

nucleation, transformation, growth, and organization of metal ions into metal nanopartícula. 

Here, globular architectures as human serum albumin (HSA), spherical and toroid 

structures formed from tobacco mosaic virus (TMV) and assembled tubes from the VP6 

viral protein were particularly functionalized with silver nanoparticles (AgNPs).   

 

The template functionalization was generated in situ in aqueous medium throw the 

chemical reduction of metallic precursors as silver nitrate and silver acetate. The generated 

hybrids were characterized by a number of tools as UV-vis spectroscopy, Infrared 

spectroscopy (IR spectroscopy), transmission electron microscopy (TEM), scanning 

electron microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), scanning tunneling 

microscopy (STM), as well as dynamic light scattering (DLS). Additionally the cytotoxicity 

of the hybrids produced with human serum albumin (AgNPs/HSA) was tested. Finally the 

electric conductivity of the VP6 hybrids (VP6/AgNPs) was analyzed.   

 

The results showed the templates employed have several functional groups with affinity for 

metallic precursors because the in situ synthesis of silver nanoparticles was obtained. The 

use of highly organized structures led to the formation of high quality hybrid materials, the 

templates kept their macrostructure and the inorganic phase grew-up along the surfaces 

with functional groups with silver affinity. The number of functional groups by surface area 

and the geometry of the template defined the functionalization grade and the final metallic 
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nanopartículas characteristics. The final materials showed stability in aqueous phase for 

months. In particular, the HSA hybrids showed cytotoxicity for human red blood cells 

(RBCs). Finally, the VP6 hybrids displayed an electric conductivity similar to the silver 

bulk.   

 

In summary in this work we showed the use of HSA, disks and spheres derived from TMV 

and VP6 tubes, as templates it is a practical method for the synthesis of hybrid nanobjects 

with notable architectures. The easy production of biological templates in combination with 

a precise and reproductive method makes the hybrids, materials with a potential use in 

nanotechnology with applications form bactericides to electronic devices.  
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1.  Introducción  

La nanociencia y la nanotecnología han tenido un crecimiento importante en los últimos 20  

años, se han propagado en muchas áreas de investigación por su enorme potencial para  

generar beneficios y están atrayendo rápidamente un incremento en inversión de gobiernos  

y empresas en muchas partes del mundo. Se calcula que la cantidad total anual de 

nanomateriales en el mercado mundial es de unos 11 millones de toneladas, con un valor de 

mercado de aproximadamente $30,000 millones. En la actualidad, un amplio porcentaje se 

utiliza en investigación y solo el mínimo forma parte de los componentes en productos  

comerciales
1
.  

 

Hoy en día hay un amplio espectro de nanomateriales con propiedades físicas y químicas  

únicas. Sin embargo, los nanomateriales híbridos, biomoléculas/nanopartículas, han 

llamado la atención en los últimos años. El hecho de que las dimensiones de las  

biomoléculas sean comparables a las de las nanopartículas sugirió que la sinergia de sus  

propiedades individuales, podría resultar en nanomateriales con características novedosas.  

 

Uno de los sistemas híbridos que más atención ha recibido es el de proteínas/nanopartículas 

metálicas, esto se debe a que la combinación de las propiedades eléctricas, ópticas y 

catalíticas de las nanopartículas metálicas con las propiedades  estructurales, catalíticas, 

dinámicas, y de reconocimiento molecular de las proteínas. Esta combinación resulta  en 

nanomateriales complejos con propiedades y funciones avanzadas
2
.  En los últimos años ha 

habido un progreso substancial en la síntesis de los sistemas  híbridos. Uno de los más 

adelantados se basa en el uso de cápsides virales como plantillas para la síntesis de 
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nanopartículas
3
. Anteriormente los virus eran considerados solo como patógenos; sin 

embargo, desde hace 10 años esta perspectiva cambió ya que los virus por primera vez 

fueron definidos como nanopartículas virales. Actualmente son considerados como 

nanocontenedores para encapsular nanopartículas, y como plantillas o moldes para  

sintetizar y organizar nanomateriales en sus superficies
4
.  

 

Las cápsides poseen características que las hacen ideales para su uso en nanotecnología: (i) 

Son estructuras supramoleculares con un gran número de grupos funcionales que pueden 

conjugarse con materiales orgánicos e inorgánicos. (ii) Cuentan con estructura y simetría 

definida. (iii) Tienen una periodicidad precisa de grandes dimensiones. (iv) La información 

genética de las proteínas de la cápside es accesible, por lo tanto, sus propiedades pueden ser 

modificadas y diseñadas a través de ingeniería genética. (v) Con los avances actuales en 

biotecnología la producción en masa de las cápsides es posible con relativa facilidad
5,6

. 

 

Por otra parte los avances recientes en los métodos de síntesis han permitido la producción 

de materiales híbridos homogéneos, monodispersos y en la cantidad suficiente para iniciar 

su exploración en diversas aplicaciones, las cuales pueden dividirse en áreas clave: (i) El 

desarrollo de películas y arreglos para aplicaciones que van desde electrónicos hasta 

ingeniería de tejidos. (ii) El diseño de dispositivos electrónicos y de almacenamiento de 

datos. (iii) La producción de dispositivos inteligentes para imagen y terapia dirigidos a 

tejidos específicos
5
. 

 

Como mencionamos se cuenta con un progreso sustancial en la síntesis de los sistemas 

híbridos. Desafortunadamente la mayoría de los esfuerzos se han enfocado en la decoración 
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de las plantillas virales con nanopartículas de oro y poco se ha hecho usando nanopartículas 

de plata, esto, a pesar de que este material cuenta con características particulares que 

pueden ser explotadas. La plata tiene la más alta conductividad térmica y eléctrica entre los 

metales, haciéndola un componente ideal para interconexiones eléctricas. Sus propiedades 

ópticas la hacen el material más importante en plasmónica (rama de la Nanofotónica que se 

basa en el estudio de los procesos de interacción entre la radiación electromagnética y los 

electrones de conducción en interfaces metal-dieléctrico). Sus aplicaciones en esta área van 

desde censado y detección de moléculas hasta la concentración y manipulación de la luz. 

Además, la plata tiene propiedades bactericidas ampliamente reconocidas que la hacen un 

material ideal para recubrir dispositivos con aplicaciones médicas
7,8

.  

 

Tomando en consideración los avances en los métodos de síntesis de nanomateriales 

híbridos y las propiedades notables de las nanopartículas de plata, el objetivo de esta tesis 

fue la síntesis de este tipo de nanomateriales novedosos, los cuales se construyeron usando 

proteínas y proteínas virales como plantillas para sintetizar nanopartículas de plata.  

 

En particular arquitecturas globulares como la albumina sérica humana (HSA), estructuras 

esféricas y toroides generadas a partir del virus del mosaico del tabaco (TMV) y tubos 

ensamblados de la proteína viral VP6 se usaron como plantillas. Se seleccionaron 

estructuras con geometrías diferentes con  la finalidad de demostrar el alcance de este 

método para generar estructuras hibridas heterogéneas altamente estables. Especialmente se 

demuestra que la distribución espacial y densidad en la plantilla de los grupos funcionales 

que interactúan con la plata determinan la ubicación y forma de las nanopartículas de plata. 

Además, se contribuye incrementado el repertorio de estructuras hibridas disponibles.  
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La tesis está compuesta por once puntos, en el punto uno se da una breve introducción 

sobre los materiales híbridos, cómo se fabrican y sus posibles aplicaciones. También se 

enfatiza en el por qué de sintetizar nanomateriales híbridos usando proteínas virales y 

nanopartículas de plata. En el punto dos se definen conceptos relevantes como 

nanobiotecnología y bionanotecnología. Es importante señalar que se define que es un 

nanomaterial y además se da su clasificación. Por otro lado, además se mencionan las 

propiedades y aplicaciones de las nanopartículas de plata y por último se profundiza en los 

métodos de síntesis de nanomateriales híbridos. En el punto tres se plantean la hipótesis, el 

objetivo y los objetivos particulares. En el punto cuatros e da una breve introducción a las 

biomoléculas empleadas como plantillas y a las técnicas empleadas para caracterizar los 

materiales híbridos. El punto cinco se enfoca en la síntesis de nanocúmulos metálicos a 

partir de la proteína albumina de suero humano, después formamos un conjugado usando 

nanotubos de carbono como plantilla para depositar los nanocúmulos y analizamos su 

efecto toxico en glóbulos rojos. En el apartado seis se presenta un nuevo método para 

obtener discos a partir de TMV, éstos se usaron como nanoreactores para sintetizar 

nanopartículas de plata. En el punto siete se construyó un híbrido usando nanoesferas 

(producidas térmicamente a partir de la cápside TMV) como plantilla para la síntesis de 

nanopartículas metálicas. Cabe mencionar que es la primera vez que las esferas se usan 

como plantillas. En el apartado ocho usamos partículas virales en forma de tubos de la 

proteína VP6 para sintetizar nanoalambres de plata, adicionalmente fabricamos electrodos 

de oro para medir sus conductividad, finalmente se realiza un estudio teórico de la 

interacción de los grupos funcionales que participan  en la síntesis de las nanopartículas de 

plata.  En el punto nueve se plantean las conclusiones generales, en el punto diez se da la 

literatura citada y finalmente en el punto once se mencionan los productos generados.  
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2. Antecedentes 

En este capítulo damos una introducción a conceptos que son utilizados en esta tesis, se 

revisan conceptos como bionanotecnología, definimos que es nanomaterial y como se 

clasifican. Damos un panorama general acerca de las nanopartículas de plata y sus 

propiedades. Definimos que es un nanomaterial híbrido, sus aplicaciones y las rutas para 

sintetizarlos, describimos en qué consiste la síntesis dirigida por proteínas y revisamos el 

concepto de biomineralización.  

 

2.1 Bionanotecnología y nanobiotecnología 

Actualmente, no hay una clara definición de bionanotecnología y nanobiotecnología, sin 

embargo ambos términos se ubican en la interface entre nanotecnología y biología. En esta 

interface, la bionanotecnología está interesada en las propiedades y aplicación de 

biomoléculas con fines tecnológicos. Esto es, usando técnicas de nanofabricación y 

procesos de autoensamble molecular, la bionanotecnología permite la producción de 

materiales y dispositivos que pueden ser usados en medicina, electrónica y energía, solo por 

mencionar algunas. Por otro lado, la nanobiotecnología está interesada en el uso de 

nanomateriales y herramientas diseñadas a través de la nanotecnología para analizar 

sistemas biológicos
1
. 

 

2.2 Nanomateriales 

Un nanomaterial es un objeto que tiene al menos una dimensión igual o menor a 100 

nanómetros con propiedades marcadamente diferentes a las del bulto. Los factores que 

provocan que sus propiedades difieran son: un incremento del área de superficie relativa y 
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efectos cuánticos. Hay variantes en la clasificación los nanomateriales (ej., morfología, 

dimensionalidad y composición), sin embargo, siempre es útil hacerlo de acuerdo con el 

número de dimensiones de confinamiento
9
:  

 

(a) 0D nanomateriales que están confinadas en sus tres dimensiones (puntos cuánticos, 

nanocúmulos);  

(b) 1D nanomateriales con dos dimensiones en la escala nanometrica y sin confinamiento a 

lo largo de una dimensión (nanoalambres); 

(c) 2D nanomateriales con una dimensión en la escala nano y sin confinamiento a lo largo 

de las otras dos dimensiones (cubiertas y películas); y,  

(d) 3D materiales nanoestrcuturados (organizaciones con nanomateriales 0D, 1D, o 2D 

como ladrillos).  

 

 

Figura 1: Clasificación de nanomateriales por su direccionalidad
9
. 
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2.3 Síntesis de nanomateriales  

En la actualidad, hay una amplia variedad de técnicas que permiten la creación de 

nanoestructuras con varios grados de calidad, velocidad y costo. Estas, en general caen en 

dos categorías: de “abajo hacia arriba” y de “arriba hacia abajo”. El método de arriba hacia 

abajo consiste en iniciar con un bloque de material y grabar o fresar hacia abajo hasta 

obtener la forma deseada (ej. litografía). Mientras que la construcción de abajo hacia arriba 

implica el ensamble de subunidades pequeñas (átomos o moléculas) para hacer estructuras 

más grandes (ej. autoensamble). El reto para la técnica de arriba hacia abajo es la creación 

de estructuras más pequeñas con suficiente precisión, en tanto que para la técnica de abajo 

hacia arriba es hacer estructuras suficientemente grandes, y con calidad para ser usadas 

como materiales
1
.  

 

2.4 Nanomateriales relevantes  

En este apartado nos enfocamos en describir diferentes materiales que son de interés 

particular para este trabajo.  

 

2.4.1 Cápside vírica 

La cápside vírica es la cubierta de proteína que encapsula el material genético en los virus. 

Está constituida por capsómeros que se forman de una o varias proteínas distintas. Las 

cápsides se clasifican comúnmente según su simetría en helicoidales y esféricas.  

 

2.4.2 Nanopartículas de plata 

Tomando en cuenta la clasificación anterior, las nanopartículas de plata (AgNPs) son 

nanomateriales 0D, que tienen propiedades nuevas o diferentes comparadas con partículas 
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grandes del mismo material. Por ejemplo, un fragmento de plata es de color plateado, en 

contraste, las nanopartículas de plata son generalmente de color amarillo. Además, 

presentan una gran área de superficie y efectos cuánticos debido a su tamaño. El 

incremento de superficie se debe a que conforme una partícula disminuye su tamaño un 

mayor número de átomos están presentes en su superficie comparados con el número de 

átomos dentro. Este incremento de área de superficie además les otorga una mayor 

reactividad 
1,10

.  

 

La plata probablemente es el material más importante en plasmónica, además de reflejar la 

luz, tiene la propiedad  de que bajo ciertas condiciones la luz puede viajar por su superficie 

sin alejarse de ella (la luz queda atrapada en la superficie), esa luz superficial es una onda 

más complicada que la luz normal ya que consiste en la onda en un campo 

electromagnético y los electrones libres presentes en el metal, estas ondas complejas 

reciben el nombre de “plasmones superficiales”
8
. 

 

Además, en las partículas esféricas de plata existe un fenómeno conocido como “resonancia 

de plasmones superficiales localizados (LSPR)”. Cuando una partícula esférica pequeña 

irradiada por luz (con una longitud de onda de mayor tamaño que la partícula) el campo 

eléctrico oscilante se localiza alrededor de la superficie del metal y causa que los electrones 

de conducción oscilen coherentemente, cuando la nube de electrones es desplazada con  

respecto del núcleo, fuerzas restauradoras surgen de la atracción de coulomb entre los 

electrones y el núcleo, que resulta en una oscilación o resonancia de la nube de electrones 

relativa al núcleo. Debido a su fuerte confinamiento en la superficie del metal, los LSPR se 

muestran muy sensibles a la presencia de moléculas absorbidas en la superficie de las NPs. 
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Tomando ventaja de esta propiedad, han surgido varios conceptos de sensores para detectar 

moléculas simples y biomoléculas. Estos se basan en la cuantificación del cambio de la 

frecuencia de resonancia de LSPR provocado por un cambio en el ambiente dieléctrico de 

las NPs cuando una molécula es absorbida en su superficie
8
. 

 

Cuando un haz de luz incide sobre una molécula, parte de esa luz se dispersa y parte es 

remitida por la molécula. A través del espectro de emisión, las moléculas pueden ser 

identificadas ya que este difiere de una molécula a otra, en otras palabras, el espectro de 

una molécula es como su huella dactilar. Desafortunadamente, la señal de moléculas 

individuales pequeñas es difícil de detectar. Sin embargo, cuando las moléculas están 

adsorbidas sobre la superficie de la NPs metálicas el espectro de emisión aumenta de 10 a 

15 órdenes de magnitud. Tomando ventaja de esta propiedad, Das y colaboradores
11

 y 

Quian y colaboradores
12

 funcionalizaron AgNPs con marcadores y anticuerpos que se unen 

a receptores en células tumorales. Después, excitando los marcadores con un láser con una 

longitud en el infrarrojo cercano, pudieron localizar e identificar tumores pequeños de 

forma no invasiva usando la espectroscopia de Raman. 

 

Por otro lado, las nanopartículas de plata están acumulado interés ya que es bien conocido 

que la plata puede actuar como agente antibacteriano. Es ampliamente aceptado que el 

efecto antibacteriano es mediado por su oxidación parcial y liberación de iones de plata. 

Los iones de plata interactúan con la pared celular de péptidoglicanos y la membrana 

plasmática, causando lisis celular; interfiriendo con la replicación del DNA e inhibiendo la 

síntesis de proteínas. Las nanopartículas de plata han estado en el mercado por años; por 

ejemplo, la industria del vestido incorpora nanopartículas en las fábricas y explotar su 
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actividad antibacteriana para neutralizar la formación de olores generados por bacterias
13

. 

Además, nanopartículas de plata han sido integradas en materiales que tienen contacto con 

alimentos, plásticos usados para fabricar contenedores de alimentos y superficies de 

refrigeradores con el pretexto de preservar los alimentos por más tiempo previniendo la 

formación de microorganismos
13

. 

 

Las nanopartículas de plata también han sido usadas en la industria médica, la Sulfadiazina 

de plata es ampliamente usada en el tratamiento tópico de pacientes con quemaduras. Hay 

productos disponibles comercialmente que contienen AgNPs como ActicioatTM, Silverline, 

SilvaSorb, y ON-Q SilverSoakerTM con propiedades antibacterianas y como potentes 

desinflamatorios. Actualmente, se investiga el uso de nanopartículas de plata en diversos 

accesorios médicos por ejemplo; implantes cardiovasculares como válvulas del corazón son 

recubiertas con AgNPs para reducir o evitar la colonización de bacterias en la válvula, y así 

reducir la inflamación del corazón que es provocada por infecciones bacterianas. También, 

se investiga el uso de AgNPs como recubrimiento en catéteres con la finalidad de evitar la 

colonización de bacterias. Estudios prolongados en ratones muestran que no hay efectos 

tóxicos debido al recubrimiento de AgNPs. De igual forma se plantea usarlos en 

aplicaciones odontológicas, por ejemplo, se han sintetizado cementos para prótesis dentales 

con AgNPs como aditivos antibacteriales, y se ha visto la colonización de bacterias es 

menor comparada con cementos convencionales 
13

. 

 

La toxicidad de NPs en humanos es un tema abierto ya que existen pocos estudios. Solo se 

tiene conocimiento de que las AgNPs tienen efectos nocivos en diferentes líneas celulares 

incluyendo NIH3T3 fibroblastos de ratón, THP-1monocitos, BRL 3a células de hígado de 
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rata y C18-4 células germinales de ratón. Las evidencias sugieren que la citotoxicidad se 

debe a la interacción de NPs con la mitocondria y la inducción de apoptosis a través de la 

producción de especies reactivas del oxígeno lo que lleva a las células a la muerte
13

. 

 

2.4.3 Nanocúmulos de plata  

Los nanocúmulos metálicos (NCs) son estructuras que consisten de pocos a cientos de 

átomos y tienen tamaños inferiores a 2 nm, una característica relevante es que a pesar de su 

tamaño, interactúan con la luz y poseen espectros de absorción y emisión. Dentro de los 

varios NCs metálicos, los nanocúmulos de plata (AgNCs) son de especial interés, debido a 

su propiedad de fluorescencia, estabilidad y biocompatibilidad
10,14

.  

 

2.4.4 Nanotubos de carbono  

Los Nanotubos de carbono (CNTs) recibieron un gran impulso tras la publicación de Sumio 

Iijima en 1991. Pueden verse como hojas de grafito enrolladas sobre sí mismas, formando 

estructuras cilíndricas huecas. Dependiendo de su estructura, se clasifican en dos tipos: 

nanotubos de capa simple (un tubo) y nanotubos de múltiples capas (varios tubos 

concéntricos). Ambos tienen de pocos a decenas de nanómetros de diámetro y de varios 

micrómetros a milímetros de longitud. Los CNTs son asumidos como importantes por sus 

propiedades químicas y físicas. Son fuertes mecánicamente (dureza cercana al diamante), 

presentan flexibilidad y son excelentes conductores. Sus aplicaciones son muy amplias: por 

ejemplo, en compuestos reforzados, sensores, nanoelectrónicos y pantallas
15

.  
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2.5 Nanomateriales híbridos  

Como mencionamos en la introducción, los nanomateriales híbridos son materiales hechos 

de materiales orgánicos e inorgánicos. Sin embargo, para nuestros fines una mejor 

definición es: un objeto construido usando componentes orgánicos para coordinar la 

nucleación, crecimiento, organización, y transformación de nanofases inorgánicas, para 

producir objetos discretos integrados o estructuras altamente ordenadas
16

. Uno de los 

ejemplos que mejor representa un material hibrido son las nanoflores sintetizadas por Ge y 

colaboradores (vea figura 2), ellos usaron proteínas globulares para sintetizar estructuras 

con forma de nanoflores a partir iones de cobre. El modelo propuesto para la formación de 

estos sistemas consiste en tres pasos: 1) Las moléculas de proteína forman complejos con 

los iones de cobre, en los cuales se inicia la nucleación para formar nanopartículas de 

cobre. 2) Los complejos (proteína/cobre) con nanopartículas interactúan entre ellos y 

forman una estructura de mayor complejidad con formas que recuerdan los pétalos de una 

rosa, la cual permite un mayor crecimiento de los cristales de cobre. 3) Finalmente, el 

crecimiento de las partículas resulta en una estructura que recuerda la arquitectura de una 

rosa
2
.  

 

Figura 2: Imágenes SEM de nanoflores sintetizadas a partir de cobre y proteínas globulares
2
.  
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2.5.1 Síntesis de nanomateriales híbridos  

Se reconocen diferentes estrategias para sintetizar nanomateriales híbridos, sin embargo, 

dos son las más populares.  

 

2.5.2 Ensamble usando plantillas nanoestructuradas. 

Esta se refiere a la conjugación de nanopartículas esféricas de diferente tamaño y 

composición con plantillas supramoleculares que actúan como plataforma central para 

controlar el acoplamiento de las nanopartículas. La especificidad entre las partículas y la 

plantilla se obtiene ligando moléculas orgánicas complementarias a la superficie de las 

nanopartículas y/o la plantilla, tal que los componentes se pueden unir (a través de 

reconocimiento molecular, interacciones electrostáticas o enlaces covalentes). Por ejemplo, 

Blum y colaboradores
17

 funcionalizaron nanopartículas de oro con grupos maleimido, los 

cuales específicamente fueron enlazados covalentemente con los grupos tiol de los 

aminoácidos de cisteína expuestos en la superficie de la cápside del virus Cowpea Mosaic 

Virus (vea figura 3).  

 

2.5.3 Síntesis usando plantillas nanoestructuradas. 

Esta se refiere al uso de plantillas orgánicas para coordinar la nucleación, crecimiento, 

organización, y transformación de las nanopartículas. La síntesis ocurre en solución acuosa 

bajo condiciones suaves de pH, fuerza iónica y a temperatura ambiente que favorecen la 

interacción especifica de la fase inorgánica con la superficie orgánica, por lo tanto, la 

deposición inorgánica ocurre preferentemente a lo largo de la superficie accesible de la 

plantilla (vea figura 3). De forma práctica, es la unión subestequiométrica de iones 

metálicos a la superficie de la plantilla, después el depósito o cristalización es promovida 
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(químicamente). Este procedimiento es ampliamente usado para la sintetizar nanopartículas 

en la superficie de estructuras biológicas como cápsides virales. Por ejemplo, Bromley y 

colaboradores
18

 incubaron iones de oro con la cápside de virus del mosaico del tabaco 

(TMV), después agregaron un agente reductor y bajo las condiciones adecuadas, lograron 

sintetizar nanopartículas de oro de tamaño homogéneo las cuales cubrieron uniformemente 

la superficie del TMV (Vea figura 3). La síntesis y deposición se basa en la 

complementariedad de carga entre los iones de oro (Au
-
) y los grupos funcionales presentes 

en la superficie de la plantilla (aminoácidos con carga positiva como lisina y arginina). En 

ambos casos la plantilla es quien guía y dirige la arquitectura final del sistema hibrido ya 

que las partículas son depositadas sobre la superficie accesible de la plantilla. Una de las 

limitantes del ensamble es que las nanopartículas y/o plantilla tienen que ser 

funcionalizadas con moléculas orgánicas para facilitar una interacción específica. En 

contraste, la síntesis se basa únicamente en la interacción entre los iones y los grupos 

funcionales presentes en la plantilla.  

 

2.6 Síntesis de nanopartículas de plata  

Generalmente las nanopartículas de plata pueden ser preparadas y estabilizadas por 

métodos físicos y químicos. Uno de los métodos más ampliamente aceptados consiste en la 

reducción de iones de Ag
+
 en solución acuosa con agentes reductores como boro hidruro de 

sodio (NaBH4), citrato de sodio, vitamina C, e hidrogeno elemental. Los agentes reductores 

llevan a la formación de átomos de plata Ag
0
, los cuales se aglomeran en cúmulos 

oligoméricos que eventualmente llevan a la formación de partículas de Ag coloidal. En 

estos métodos y en general para los de fase acuosa, se requiere de agentes estabilizantes ya 

que una vez sintetizadas las nanopartículas se aglomeran y precipitan. Para evitar este 
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obstáculo, las NPs son funcionalizadas con moléculas orgánicas pequeñas, polímeros o 

biomoléculas que les otorgan estabilidad y evitan su agregación
19

.  

 

 

Figura 3: Representación de las diferentes estrategias para sintetizar nanomateriales 

híbridos. Imagen modificada de
17,18

. 

 

2.6.1 Síntesis de nanopartículas de plata por proteínas  

Se sabe que las proteínas juegan el papel principal en la síntesis de nanopartículas en 

algunos organismos a través del proceso de biomineralización (vea punto 2.3), por lo tanto, 

el uso de proteínas en la síntesis in vitro de nanopartículas metálicas resultó un paso lógico. 

En este trabajo las proteínas tienen características que las hacen ideales para dirigir la 

síntesis y crecimiento de nanopartículas, son arquitecturas flexibles, tienen superficies 

activas químicamente, topologías y cavidades/huecos. Diferentes proteínas han sido usadas 

para investigar la síntesis de nanopartículas metálicas, donde su papel puede ser catalogado 

como activo e inactivo. En el proceso activo, las proteínas actúan como agente estabilizante 
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y agente reductor, en tanto que en el proceso inactivo, solo actúan como agente 

estabilizante y se usan reductores exógenos.  

 

2.6.1.1 Proceso activo 

El poder reductor de las proteínas ha sido bien estudiado por Xie y colaboradores
20

. Usando 

una proteína extraída (proteína de algas, Pa) del alga verde C. Vulgaris demostraron los 

residuos de tirosina están involucrados en la reducción de los iones de plata. La evidencia 

se basa en el análisis de los espectros de fluorescencia y FTIR antes y después de la 

reacción de “Pa” con iones de plata. Los espectros de FTIR mostraron la pérdida de la señal 

del grupo fenólico de las tirosinas después de la reacción con los iones de plata, 

conjuntamente apareció la señal de estiramiento de un grupo carbonilo. Según los autores, 

la aparición de este pico representa la formación de un óxido fenólico resultado de la 

oxidación del grupo fenólico de la tirosina. Esto se corroboró analizando la fluorescencia de 

la tirosina, que es sensible a oxidación. Aquí, los espectros mostraron la pérdida de la 

fluorescencia después de la reacción de la proteína con los iones de plata. Además, 

confirmaron la habilidad reductora de los residuos de tirosina ya que cuando son acetilados 

por N-acetylimidazol el poder reductor de la proteína “Pa” se pierde y es recobrado cuando 

se remueve la modificación química. Además, de la tirosina se ha identificado al triptófano 

como elemento reductor para la formación de nanopartículas de plata. Se han sintetizado 

AgNPs empleando péptidos cortos con triptófano en condiciones alcalinas. Los resultados 

sugieren que bajo condiciones alcalinas los grupos indol son desprotonados, después los 

electrones son cedidos para la reducción de la plata, este proceso lleva a la formación del 

radical neutro triptófil, el cual eventualmente puede transformarse a triptófano nativo o 

formar el dímero di triptófano o adoptar la forma quinurenina
21

.  
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Como mencionamos, las cadenas laterales de los aminoácidos tirosina y triptófano están 

relacionadas con la reducción de los iones de plata. Sin embargo, hay evidencias de que las 

amidas presentes en la cadena principal de los péptidos también están involucradas en la 

reducción de la plata. Estas afirmaciones se basan en espectros de FTIR, ya que después de 

la reacción con iones de plata, las proteínas extraídas de Capsicum annum L. muestran la 

ausencia de la señal de torsión del grupo NH, indicando una relación entre la reducción de 

la plata y la oxidación de la amida
22

. En el proceso activo, la proteína actúa como reductor 

y estabilizante. Los ejemplos anteriores muestran el poder reductor de sus cadenas laterales. 

La proteína como polímero cubre las partículas y les dan estabilidad, evitan su 

aglomeración y su precipitación. Una de las desventajas de este método es el poco control 

que se tiene de la partícula final.  

 

2.6.1.2 Proceso inactivo  

En la naturaleza, la mayoría de las proteínas que forman ensambles supramoleculares no 

tienen la capacidad de biomineralizar, pero tienen geometrías únicas y “cadenas laterales 

cargadas positiva o negativamente” que funcionan como sitios de unión a metales que 

pueden ser explotadas en la síntesis de nanopartículas metálicas. En el proceso inactivo las 

proteínas actúan como plataforma de unión a iones metálicos y el poder reductor proviene 

de reductores químicos o físicos. Está bien documentado que aminoácidos con carga 

negativa como ácido glutámico (Glu) y acido apartico (Asp) participan en la síntesis 

inactiva de nanopartículas de plata. Nam y colaboradores
23

 proponen que el ácido 

glutámico y aspártico expuestos al solvente se coordinan con los iones de plata a través de 

los grupos carboxílicos, mencionan que al formarse el complejo (Ag
+
- COO

-
) la barrera de 

energía de reducción de los iones disminuye comparada con la de los iones de plata solos. 
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También mencionan que los aminoácidos permiten una alta concentración local, lo cual es 

favorable para su reducción. Recientemente Roy y Banerjee
23

 reportaron Fmoc-fenilalanina 

forma un hidrogel estable  capaz de reducir nanopartículas de plata en la presencia de una 

gente reductor. Proponen la formación es debido a la formación de complejo Ag
+
- COO

-
.  

Adhikari y Banerjee
23

 reportaron que péptidos cortos de valina y acido aspártico pueden 

formar nanoalambres de plata. Guo e Irudayaraj
24

 usaron la proteína albumina de suero 

bovino y borohidruro de sodio para la síntesis de nanocúmulos de plata. En un trabajo 

similar pero usando la proteína lisozima desnaturalizada, Zhou y colaboradores
25

 lograron 

sintetizar nanopartículas de 1.5 nm de diámetro.  

 

Además de proteínas globulares, se han utilizado estructuras supramoleculares como 

plantillas para sintetizar y organizar nanopartículas de plata, tomando ventaja de 

aminoácidos con carga negativa. Como resultado las dimensiones físicas y características 

de la plantilla se preservan en la estructura final. Por ejemplo; se han sintetizado NPs 

dentro de la cavidad de la proteína ferritina, las partículas resultantes conservan las 

dimensiones de la cavidad, el encontró en el tamaño final de las NPs se bebe a que la 

proteína actúa como un recipiente de síntesis para constreñir una reacción. La superficie 

externa de ensambles supramoleculares también ha sido empleada para la fabricación de 

nanotubos y nanolambres de plata. Eisele y colaboradores
26

 emplearon nanotubos 

ensamblados de surfactantes anfipáticos como plantillas para sintetizar nanolambres con 

altas relaciones de aspecto  dentro de la cavidad de los nanotubos. Yu y colaboradores
27

 

utilizaron nanotubos ensamblados de péptidos anfipáticos cortos como plantillas para 

sintetizar nanopartículas de plata. Ellos obtuvieron nanotubos densamente cubiertos con 

nanopartículas de plata con forma poligonal. Cápsides virales helicoidales también han sido 
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usadas como plantillas para la síntesis de nanopartículas de plata, por ejemplo; Dujardin y 

colaboradores
28

 utilizaron cápsides del virus del mosaico del tabaco (TMV) para sintetizar 

y organizar arreglos lineares de nanopartículas discretas. Ellos sintetizaron nanopartículas 

en la cavidad interna de la cápside viral empleando luz UV como agente reductor, en 

contraste con un virus modificado de TMV, lograron sintetizar nanopartículas en la 

superficie externa de TMV. En otro estudio Reches y Gazit
29

 usando péptidos cortos 

ensamblaron tubos y sintetizaron nanopartículas de plata dentro de la cavidad de los tubos, 

y a través de una degradación enzimática eliminaron la cubierta orgánica y obtuvieron 

nanoalambres de plata con un diámetro de alrededor de 20 nm. Kumara y colaboradores
30

 

demostraron que nanopartículas de plata pueden ser sintetizados y arreglados en la 

superficie externa de flagelos de E. coli como plantillas, ellos obtuvieron nanoalambres 

cubiertos homogéneamente con nanopartículas esféricas. Además, de los trabajos 

mencionados hay un gran número de reportes que mencionan la presencia de ácidos 

carboxílicos participan en la síntesis de AgNPs, sin embargo, su papel no ha sido bien 

elucidado. 

 

2.7 Biomineralización 

Ya que la habilidad de organismos de usar biomoléculas para controlar la nucleación y 

crecimiento de biominerales ha servido como inspiración en la síntesis de materiales 

híbridos, resulta útil dar una revisión a este tema. La biomineralización engloba la 

extracción selectiva y uso de elementos del ambiente local y su incorporación en 

estructuras funcionales bajo un estricto control biológico
31

. Los organismos vivos son bien 

conocidos por explotar las propiedades de materiales amorfos y minerales cristalinos 

cuando construyen materiales híbridos orgánicos-inorgánicos para una amplia variedad de 
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propósitos; navegación, soporte mecánico, fotónica y protección de partes blandas del 

cuerpo. Ejemplos bien conocidos son los organismos biosilificantes como las algas 

unicelulares como diatomeas y radiolarios. Estos son endosimbiontes secundarios 

fotosintéticos que se encuentran en ambientes marinos y de agua dulce. Se sabe son los 

mayores productores de biosilicio en los océanos
32

. Estos usan la silicio para construir sus 

paredes celulares y microesqueleto los cuales son modelados a escala micro y nano. La 

formación de silicio ocurre en un órgano especializado llamado vesícula de depósito de 

silicio.  

 

Otro ejemplo interesante es el esqueleto de la esponjas cristalina Euplectella que habitan en 

océanos a profundidades de entre 35 a 5000m. El esqueleto mineralizado de E. aspergillum 

es soportado por alambres de vidrio que se interconectan para formar una malla cilíndrica, 

esta malla tiene propiedades mecánicas que sobrepasan las del vidrio convencional. Otra 

clase de minerales producidos por organismos son los óxidos de hierro, estos se usan para 

diversas funciones tales como almacenamiento de hierro, navegación, detección de campos 

magnéticos, y reforzamiento de tejidos y dientes. Por ejemplo, la bacteria magnetotáctica 

produce nanopartículas de magnetita o greigite, las cuales usa para navegar a través de 

campos magnéticos en ambientes acuáticos. Los nanocristales están alineados en una 

cadena intracelular donde cada cristal se encuentra en un compartimiento especializado 

denominado magnetosoma. Finalmente, hay un gran número de organismos que usan 

carbonato de calcio para producir estructuras con fines estructurales y de defensa. Por 

ejemplo, los erizos de mar sintetizan espinas para su defensa, los moluscos sintetizan 

conchas con fines estructurales, los crustáceos sintetizan caparazones con fines 

estructurales y de defensa
33

. Los minerales biogénicos presentan un control fino en su 



 

21 

 

morfología, hábitos cristalinos, composición, estructura y tamaño que resulta en materiales 

con propiedades fascinantes que contrastan con aquellos minerales análogos de origen 

geológico y sintético.   

 

A pesar de que no se tiene un conocimiento detallado sobre los diferentes mecanismos que 

llevan a la formación de minerales biogénicos, se han identificado diferentes parámetros 

que controlan la mineralización: a) Control químico (control sobre la composición iónica y 

de biomoléculas especializadas). b) Control espacial (el mineral es formado en un espacio 

delimitado donde los iones y moléculas son transportados selectivamente, por lo tanto hay 

un control sobre la química y cinética de crecimiento del cristal). c) Control estructural (es 

cuando un molde orgánico funcionalizado con grupos químicos activos moldea la 

mineralización). d) Control morfológico (es el control de la morfología ejercida por la 

precipitación del mineral dentro de un espacio cerrado). e) Control construccional (es 

cuando estructuras jerárquicas se producen del ensamble de ladrillos basados en 

minerales)
31

.  
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3. Hipótesis y objetivos  

 

3.1 Hipótesis  

El uso de estructuras virales supramoleculares permite sintetizar nanomateriales híbridos, 

mediante la formación de nanopartículas de plata.  

 

3.2 Objetivo  

Preparar y caracterizar nanobjetos híbridos usando como plantillas proteínas o estructuras 

supramoleculares de proteínas virales.   

 

3.3 Objetivos específicos  

3.3.1 Caracterizar mediante técnicas de microscopia de barrido por sonda la albumina de 

suero humano, las esferas y anillos generados a partir del virus del mosaico del tabaco y los 

tubos ensamblados a partir de la proteína VP6, estructuras biológicas supramoleculares que 

serán utilizadas como platillas para la fabricación de nanobjetos híbridos.  

3.3.2 Establecer las condiciones de reacción para lograr la funcionalización de las plantillas 

biológicas con nanopartículas de plata.  

3.3.3 Realizar la caracterización de los objetos híbridos formados por la funcionalización de 

las plantillas biológicas con nanopartículas de plata mediante técnicas de espectroscopia de 

absorción UV-vis, espectroscopia infrarroja, de microscopía electrónica, microscopía 

electrónica de barrido, microscopia de fuerza atómica y de efecto túnel, así como dispersión 

dinámica de luz.  
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4. Materiales y métodos  

En este capítulo damos una breve introducción a las biomoléculas empleadas como 

plantillas y a las técnicas empleadas para caracterizar los materiales híbridos. 

 

4.1 Síntesis de nanomateriales híbridos 

Como se mencionó en la introducción en este trabajo se seleccionaron estructuras con 

geometrías que divergen, con la finalidad de mostrar el gran alcance del uso de plantillas 

biológicas para obtener arreglos en forma programada de nanopartículas de plata. En la 

síntesis de los materiales híbridos empleamos las biomoléculas: albumina de suero humano 

(HSA), virus del mosaico del tabaco y la proteína viral VP6. En particular, HSA es una 

proteína modelo ampliamente usada, en los sistemas biológicos es el principal 

constituyente proteico del sistema circulatorio
34

, tiene funciones fisiológicas importantes 

como el transporte de una amplia variedad de biomoléculas hidrófobas y moléculas 

inorgánicas como metales
35

. En el área de materiales, la HSA es ampliamente usada para 

dispersar materiales de carbono y además se emplea como plantilla en la síntesis de 

nanopartículas y nanocúmulos de plata
36

.  

 

El virus del mosaico del tabaco (TMV) es la plantilla modelo en nanotecnología, es 

ampliamente usado en la síntesis de nanoalambres metálicos
26

. Desde el surgimiento de 

TMV como plantilla y hasta la fecha el virus se usa en su forma nativa (forma de tubo), sin 

embargo, cuenta con un polimorfismo que ha sido poco valorado. TMV puede ser 

moldeado para formar esperas y toroides, estructuras altamente estables, con geometrías 

divergentes y con una redistribución espacial de aminoácidos con carga negativa. Estas 
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características son empleadas para formar diferentes materiales híbridos a partir de la una 

estructura inicial. Finalmente, también utilizamos tubos de la proteína VP6 (proteína de la 

cubierta de rotavirus) para sintetizar nanoalmbres de plata debido a que es bien sabido la 

proteína VP6 tiene sitios de unión a diversos metales como oro y plata
37

.  

 

Como mencionamos en el proceso inactivo se requiere de un agente reductor externo para 

facilitar la síntesis de nanopartículas de plata, en este trabajo se usó borohidruro de sodio en 

HSA y las estructuras polimórficas de TMV, mientras que se usó acetato de plata en el caso 

de VP6.  Las condiciones particulares se indicaron en la metodología de cada caso. 

 

4.2 Caracterización de nanomateriales híbridos.  

La caracterización de los materiales híbridos es esencial para elucidar sus características  

estructurales, la interacción entre ellos y sus propiedades. En este apartado mencionamos 

las herramientas empleadas para su caracterización. 

 

4.2.1 Espectrometría ultravioleta-visible. 

La espectrometría ultravioleta-visible (UV-vis) implica la espectroscopia de fotones en la 

región de radiación ultravioleta-visible. Utiliza la luz en los rangos visible y el ultravioleta 

(UV) cercano. En esta región del espectro electromagnético, las moléculas se someten a 

transiciones electrónicas. Esta técnica se emplea para obtener información de la presencia 

de material biológico como proteínas, esto se debe a que aminoácidos aromáticos como 

triptófano (Trp), fenilalanina (Phe) y tirosina (Tyr) absorben a longitudes específicas, 279 

nm, 274 nm y 258 nm respectivamente
38

. Por otro lado, como mencionamos en el apartado 

2.4.2 en las nanopartículas los electrones libres pueden oscilar y absorber radiación 
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electromagnética a ciertas longitudes en el espectro ultravioleta-visible
14

. La longitud e 

intensidad  a la que absorben depende de factores como composición, tamaño, forma, 

grupos funcionales presentes, temperatura y del  solvente en el que se encuentran dispersas. 

Esta técnica es ampliamente usada porque da información rápida de concentración. Tamaño 

y forma de las nanopartículas de plata
14

. 

 

4.2.2 La espectrometría infrarroja por transformada de Fourier 

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

espectrometría de absorción que utiliza la región infrarroja del espectro electromagnético. 

Esta se usa para identificar un compuesto o elucidar la composición de una muestra. En el 

área biológica es una técnica que permite analizar rápidamente cambios conformacionales 

en biomoléculas como proteína
20

.  

 

 4.2.3 Microscopias electrónicas. 

Las técnicas microscópicas son ampliamente utilizadas para caracterizar nanopartículas 

metálicas. Estas técnicas pueden dar información precisa de la forma y tamaño de los 

materiales. La microscopia electrónica de barrido (SEM) permite la visualización de 

nanomateriales a grandes dimensiones, se puede obtener información de su distribución y 

características a macroescala. La microscopia electrónica de transmisión (TEM) arroja la 

información más precisa de tamaño y forma de nanopartículas individuales, además permite 

visualizar la cristalinidad de las partículas
39

.  
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4.2.4 Microscopía de barrido por sonda.  

La búsqueda de mejores técnicas para caracterizar las superficies inspiró la invención de la 

microscopía de barrido por sonda, que incluye la microscopia de efecto túnel (STM) y la 

microscopia de fuerza atómica (AFM). El STM fue desarrollado en los años 80 y alcanzo 

su madurez 10 años después. Puede alcanzar una resolución, lateral y vertical de 0.1 nm y 

0.01 nm respectivamente, lo cual ha permitido observar el arreglo atómico de un gran 

número de materiales. El AFM se inventó 5 años después, ambos STM y AFM son 

producto del trabajo de Gerald Binning y Heinrich Rohrer cuando trabajaban en la división 

de investigación de la compañía IBM en los laboratorios de Zúrich. En un principio los 

microscopios se pensaron para caracterizar la superficie de materiales, pero la creatividad 

de los investigadores produjo  el desarrollo  de nuevos modos de operación, por ejemplo; 

pueden trabajar en una gran variedad de condiciones controladas (líquidos, baja y altas 

temperaturas, campos magnéticos solo por mencionar algunos) y más importante, cuando 

las puntas son modificadas el número de aplicaciones biológicas y químicas se incrementa. 

Con todas esas características hacen de la microscopia de barrido por sonda  una poderosa 

herramienta de trabajo. En nuestra tesis emplearemos la microscopia de fuerza atómica y de 

efecto túnel para analizar la topografía de nuestros materiales unidimensionales
40,41

. 

 

La invención del microscopio de barrido de efecto de túnel (STM) y del microscopio de 

fuerza atómica (AFM) fue seguida por un rápido desarrollo de nuevas técnicas para ver y 

analizar superficies (fuerza magnética y mediciones de fricción entre muchas otras). Los 

microscopios de barrido por sonda (SPM) son usados en todos los campos, pasando desde 

semiconductores físicos a ciencias de la vida. La idea para los todos los SPM es muy 

simple: una muestra es puesta sobre un cristal piezoresistivo que es deformado con una 
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precisión de sub angstroms (Å) en sus tres dimensiones por la aplicación de un voltaje para 

cada dirección. En combinación con puntas de SPM tan agudas que tienen un simple átomo 

en su ápice, es posible investigar átomos simples o moléculas en toda clase de superficies 

con diferentes métodos. Los SPMs difieren en los parámetros que usan para detectar la 

distancia entre la punta y la muestra. Para la operación del STM un pequeño voltaje es 

aplicado entre la punta del microscopio y la muestra, aquí la corriente de túnel es medida. 

Debido a que la corriente es muy sensible a la distancia entre la punta y la muestra, esta 

puede ser usada como un parámetro de retroalimentación para obtener imágenes 

topográficas. Sin embargo, el requisito de la corriente de túnel limita el STM a superficies 

conductoras. Esa limitante fue superada con la invención del microscopio de fuerza 

atómica. La principal diferencia entre el STM y el AFM es el parámetro usado para medir 

la interacción entre la punta y la muestra. Un AFM opera en la siguiente forma: la punta de 

AFM está en contacto directo con la muestra y mide la fuerza entre la muestra y la punta. 

Comparado con el STM, esta aproximación alternativa para la retroalimentación es una 

gran ventaja para el AFM, ya que permite la investigación de toda clase de materiales desde 

aislantes hasta células vivas. Debido a esas habilidades, el AFM se convirtió en una de las 

herramientas más importantes para el análisis de superficies, en investigación y 

aplicaciones industriales.  

 

Hay diferentes modos de trabajo para investigar una superficie con una punta de AFM, los 

denominados de contacto, no contacto y contacto intermitente. La figura 4 es una imagen 

esquemática de los componentes básicos de un microscopio de fuerza atómica. La punta de 

un AFM consiste de una ménsula que soporta una punta. La ménsula está conectada a un 

chip que es necesario para el manejo de las puntas de AFM con pinzas. Normalmente, el 
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sistema completo consistiendo de una punta, ménsula, y chip es fabricado del mismo 

material, comúnmente silicio. En un esquema simple, la ménsula es descrita como un 

resorte laminar con una constante elástica k. En el modo de contacto, una fuerza constante 

Fc es aplicada entre la punta y la superficie durante el barrido de la superficie con un xyz 

cristal piezoresistivo (Piezo). El proceso se esquematiza en la figura 4.  Con la constante 

elástica k de la ménsula la fuerza Fc es fácilmente calculada con la ley de Hooke: Fc=k∆z, 

donde ∆z es la deflexión de la ménsula fuera de equilibrio.  

 

 

 

Figura 4: Dibujo esquemático de un AFM. Este consiste en una punta, un cristal 

piezoresistivo xyz, foto detector y un láser
42

.  

 

El circuito de retroalimentación mide la fuerza de contacto entre la punta y la superficie con 

la ayuda de un láser que es enfocado sobre la punta. El haz del láser es reflejado de la 

superficie de la ménsula y sobre en un foto detector. La deflexión y en consecuencia el 

cambio de la fuerza de contacto es monitoreando midiendo la variación del voltaje dV en el 

detector (figura 4). La información de la altura es obtenida registrando los voltajes 
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aplicados al xyz piezo, los cuales son necesarios para mantener la señal del fotodetector 

constante. Finalmente, la topografía de la muestra es visualizada por la conversión del 

voltaje aplicado al z piezo en información de altura dz y graficando el arreglo de datos en 

imágenes codificadas por color. En modo de contacto intermitente trabaja en forma similar, 

sin embrago, la ménsula es puesta a oscilar a una frecuencia dada y el circuito de 

retroalimentación mide el cambio de la amplitud de oscilación. Este método tiene ventajas 

sobre el modo de contacto, ya que la punta mantiene un contacto intermitente con la 

superficie por consiguiente las fuerzas que pueden alterar o re arreglar la muestra durante el 

barrido son reducidas o eliminadas
42

.  

 

4.3 Análisis teórico 

La interface proteínas-nanopartículas de plata es de gran importancia desde el campo 

biológico como en ciencia materiales
43

. En particular la interacción puede ocasionar desde 

cambios conformacionales, desestabilizantes, desnaturalización de proteínas o cambios en 

la actividad de enzimas. Por otro lado, las biomoléculas también pueden promover cambios 

en las nanopartículas, por ejemplo; oxidación, reducción, promover cambios en tamaño y 

forma. El estudio atomístico de la interacción entre los aminoácidos glutámico (Glu) y 

aspártico (Asp) con AgNPs puede dar información del fenómeno que ocurre con proteínas. 

En este trabajo se empleó la teoría del funcional de la densidad (DFT) para analizar la 

interacción de Asp y Glu con un cúmulo de plata de cuatro átomos Ag4.  La teoría DFT 

representa una herramienta eficiente para estudiar sistemas complejos como el planteado. 

Esta ha sido anteriormente para estudiar la interacción entre aminoácidos y nanopartículas 

de oro, cobre y plata
23

. 
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5. Síntesis de nanocúmulos de plata dirigida por albumina de suero 

humano.  

5.1 Introducción  

Los nanocúmulos metálicos de plata (AgNCs) están constituidos de pocos a cientos de 

átomos (≤ 100 átomos) y sus tamaños son inferiores a 2 nm. Debido a su tamaño, los NCs 

tienen propiedades que son intermedias entre átomos y grandes nanopartículas. Los NCs a 

pesar de su tamaño interactúan con la luz y poseen espectros de absorción y emisión. Una 

de sus propiedades más interesantes es su fluorescencia y propiedades relacionadas como 

fostoestabilidad, amplios desplazamientos de Stokes y altas tasas de emisión
10

. Además, 

presentan una superficie altamente reactiva debido a su amplio porcentaje de átomos 

superficiales. Los AgNCs son sintetizados con frecuencia como sus grandes contrapartes 

(NPs), sin embargo se requieren condiciones experimentales adecuadas para abolir la 

aparición de grandes NPs (>2 nm) y restringir su crecimiento a un número reducido de 

átomos. El uso de polímeros (dendrimeros y polímeros con tioles) con una fuerte 

interacción por los átomos metálicos es una forma efectiva de síntesis. Desafortunadamente 

los polímeros usados comúnmente son tóxicos para sistemas biológicos y tienen que ser 

conjugados con biomoléculas para otorgarles biocompatibilidad para aplicaciones 

biomédicas
14

. Actualmente, la síntesis de AgNCs mediada por proteínas se está 

popularizando, ya que las proteínas tienen la habilidad de secuestrar iones metálicos. Por 

esta razón se usan como plantillas para concentrar, estabilizar y dispersar nanocúmulos 

metálicos en soluciones acuosas, además les otorgan biocompatibilidad. Un número de 

proteínas como albumina de suero bovino, insulina y lisozima se han usado en la 

preparación de NCs
44,45,25

.  
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Debido a sus propiedades fisicoquímicas y tamaño subnanométrico, los NCs han sido 

explorados en ciencias básicas y aplicaciones tecnológicas. Estas varían desde sensores 

químicos, fotografía, catálisis, sondas fluorescentes en bioimagen, biomedicina, sensores y 

seguridad
14

.  

 

Motivados en el hecho de que los AgNCs están atrayendo mucha atención, en este capítulo 

sintetizamos AgNCs usando la proteína albumina sérica humana (HSA) como plantilla. 

Además, exploramos su uso como sondas fluorescentes para rastrear la biodistribución de 

nanotubos de carbono en células.  

 

5.2 Materiales y métodos  

5.2.1 Materiales  

El Nitrato de plata (AgNO3), la proteína albumina de suero humana (HSA, Mw ~67 KDa) y 

boro hidruro de sodio (NaBH4) e hidróxido de potasio (KOH) se obtuvieron de sigma-

Aldrich. Todos los reactivos se usaron como se recibieron. En todos los experimentos se 

usó agua desionizada (18.2 MΩ.cm) de un sistema de purificación Millipore. Los 

nanotubos de capa simple oxidados (SWCNTs, 95 % de pureza) se compraron de ILJIN 

Nanotech Co., Korea.  

 

5.2.2 Síntesis de híbridos AgNCs/HSA  

El complejo AgNCs/HSA se preparó usando el procedimiento modificado de Mathew y 

colaboradores
44

. Brevemente, 100 μl de una solución de albumina (50 mg/ml) se incubó 

con 100 μl de nitrato de plata (1 mM) por 5 min, después el pH de la solución se ajustó a 12 

con hidróxido de sodio (1 M) y se dejó reposar por 5 min, por último se agregó 20 μl de 
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boro hidruro de sodio (10 mM), vea Figura 5.  

 

5.2.3Formación de conjugados SWCNTs-AgNCs/HSA 

La formación de los conjugados se obtuvo a través el siguiente procedimiento: 1 ml (1 

mg/ml) de nanotubos dispersos en agua destilada se mezcló con 1 ml (10 mg/ml) de 

nanocúmulos sintetizados previamente (AgNCs/HSA), se incubaron en ultrasonido por 15 

min, para evitar el calentamiento de las muestras el agua se cambió constantemente. 

Después, los conjugados SWCNTs-AgNCs/HSA se centrifugaron durante 20 min a 16000 

g, finalmente el sobrenadante se empleó en los análisis.  

 

5.2.4 Caracterización UV-vis y FT-IR  

Las mediciones de absorbancia se hicieron en un espectrofotómetro Cary 100 UV-vis 

(Varian Inc., Palo Alto, CA). Para el análisis de FT-IR (Perkin Elmer, espectrum 100) 

soluciones de las muestras se secaron en frio (FreeZone, LABCONCO) y se analizaron en 

polvo.  

 

5.2.5 Caracterización por microscopía 

Para el análisis de microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (HRTEM) las 

muestras se prepararon depositando 5 μl de la muestra en rejillas de cobre cubiertas con 

carbono (Ted Pella). Después de 60 segundos, el exceso de solución se eliminó usando 

papel filtro y se dejó secar durante la noche. Las muestras se analizaron usando un 

microscopio JEM-2010F FASTEM. Para el análisis de microscopía de fuerza atómica y de 

microscopia de efecto túnel se depositaron 100 μl de las muestras sobre grafito pirolítico 

altamente ordenado (HOPG). Después de 15 min, el exceso de muestra se eliminó con 
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papel filtro. Finalmente, las muestras se lavaron con 1000 μl de agua desionizada y se 

dejaron secar en vacío durante 2 h. El análisis de AFM se realizó en modo de contacto 

intermitente en condiciones ambientales, y se usaron puntas de silicio (F = 40 N/m). En el 

análisis de STM se trabajó en el modo de corriente constante en condiciones ambientales y 

se usaron puntas de Pt/Ir cortadas manualmente. Para los análisis de AFM y STM se usó el 

microscopio JSPM-5200 de JEOL, Japón.  

 

 

Figura 5: Ilustración esquemática del proceso de preparación de nanocúmulos de plata.  

 

5.3 Resultados y discusión  

5.3.1 Análisis de nanocúmulos de plata  

Los nanocúmulos (AgNCs/HSA) sintetizados se caracterizaron por espectroscopia de UV-

visible. La figura 6 compara el espectro de absorción de HSA sola (línea verde) y el de los 

cúmulos de AgNCs/HSA preparados (línea morada). El espectro de absorción de HSA sola 

muestra un pico único centrado a 280 nm. Mientras que la naturaleza de absorción cambia 

cuando los nanocúmulos AgNCs/HSA se forman. Se observa un hombro amplio con un 
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máximo a 280 nm en lugar de un pico bien definido. Además, hay una joroba con un 

máximo de absorción a 450 nm (vea inserto en figura 6), esta característica no se observó 

en la HSA sola y se atribuye a los NCs. La absorción a 450 nm se debe al efecto de 

confinamiento cuántico y no a la resonancia plasmonica de superficie, la cual tiene una 

absorción característica a 425 nm para partículas grandes
25

. Los NCs sintetizados por otros 

métodos muestran picos de absorción con una mejor definición. En el caso de la síntesis de 

NCs con HSA, la poca definición del pico de absorción pudo deberse a que los cúmulos 

están bien encapsulados por la gran masa de la proteína
44

. Los nanocúmulos AgNCs/HSA 

mostraron luminiscencia bajo luz UV, la figura 7 muestra que la solución de nanocúmulos 

preparados bajo luz visible es de un color amarillo- café (a), en tanto que bajo luz UV a 365 

nm muestra un brillo rojo (b).  

 

 

Figura 6: Perfiles de absorción de HSA (verde) y nanocúmulos AgNCs/HSA sintetizados 

(morado). Los perfiles de absorción para HSA sola difieren significativamente cuando los 

AgNCs/HSA se forman (ver amplificación).  
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Figura 7: Fotografías de AgNCs/HSA sintetizados bajo luz visible (a) y UV a 365 nm (b).  

 

Una característica importante es que se requiere de un medio alcalino (pH 12) para lograr la 

síntesis de cúmulos, ya que en condiciones neutras se promueve la formación de 

nanopartículas con diámetros superiores a 2 nm. La figura 8 muestra el espectro de 

absorción de síntesis de nanocúmulos AgNCs/HSA bajo un pH neutro (línea verde), bajo 

condiciones básicas (línea morada) y el de albumina sola en condiciones neutras (línea 

azul). En condiciones neutras el espectro muestra una joroba a 425 nm que es característico 

para grandes partículas de plata, además, el pico de la albumina permanece centrado a 280 

nm. El espectro de HSA muestra solo el pico a 280 nm, en tanto que en el espectro de los 

NCs sintetizados se observa un hombro con un máximo a 280 nm hay un incremento en la 

absorción  < 280 nm y una joroba pequeña a 208 nm. En el caso de las proteínas la 

espectroscopia del enlace peptídico, las cadenas laterales y grupos prostéticos determinan el 

espectro de UV-vis. Este se puede dividirse en regiones de UV cercana (250-300 nm) y 

lejanas (180-240 nm). La región cercana la describen los aminoácidos aromáticos 

(máximos de absorción de tirosina, triptófano y fenilalanina a 274, 279, y 258 nm 

respectivamente), mientras que la región lejana esta descrita por  transiciones en el 

esqueleto de la proteína (desplazamiento de electrones libres en el enlace peptídico que 
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permiten transiciones de orbitales n →π* y π→π*).  Los cambios en el espectro de 

absorción como la aparición del hombro y el incremento en la región de < 260 muestra que 

hay una perturbación en el microambiente alrededor del enlace peptídico en la proteína por 

tanto un cambio en el arreglo en la estructura terciaria, fenómeno que ha sido observado en 

proteínas absorbidas en superficies de carbono
46

.  

 

 

Figura 8: Perfiles de absorción de HSA sola en pH neutro (azul) y nanopartículas de plata 

Ag/HSA (verde) y nanocúmulos sintetizados AgNCs/HSA (morado).  

 

Los nanocúmulos AgNCs/HSA sintetizados se analizaron por FTIR, la figura 9 (a) muestra 

el espectro de la albumina sola (línea morada), el espectro de los nanocúmulos 

AgNCs/HSA (línea azul) y el de las nanopartículas que se forman si las síntesis se da en 

condiciones neutras (línea verdes). Los tres espectros muestran los picos de vibración 

característicos de proteínas, la vibración de la amida I en la región 1600-1700 cm
-1

 

(vibración de estiramiento de CO) y la banda de la amida II ~1536cm
-1

 (vibración de 

estiramiento de C-N acoplada con el doblamiento de N-H), ambos picos tiene una relación 

con la estructura secundaria de las proteínas. Los picos localizados a 3288 y 2960 cm
-1
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corresponden a vibraciones de aminas primarias y C-H respectivamente. Es bien conocido 

que la banda de la amida I es más sensible al cambio en la estructura secundaria de 

proteínas. Analizando la región de la amida I en nanocúmulos y la HSA sola, observamos 

un ligero desplazamiento de 1654 cm
-1

 hacia 1648 cm
-1

 en el espectro de nanocúmulos 

metálicos (vea figura 9 (b)). Este deslazamiento es interpretado como cambios en la 

estructura secundaria de proteínas y se refiere a un incremento en el contenido de hojas beta 

en la proteína
47

.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Espectro de FTIR de nanocúmulos AgNCs/HSA sintetizados (azul), albumina 

sérica humana sola (HSA) (morado) y nanopartículas de plata sintetizadas AgNPs (verde) 

(a). Magnificación de los espectros de nanocúmulos y HSA (b).  

 

Los nanocúmulos AgNCs/HSA sintetizados se analizaron por HRTEM (figura 10). Las 

imágenes indican los cúmulos tienen una forma esférica con diámetros ≤ 2 nm y se 

encuentran bien dispersos. La microscopía de alta resolución normalmente permite 

observar la estructura cristalina de nanopartículas metálicas. En nuestro caso esto no se 

observó, probablemente debido a que los cúmulos están bien protegidos por la cubierta de 

proteína. Una característica interesante fue la transformación gradual de los AgNCs en 
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nanopartículas cuando son expuestos al haz de electrones del microscopio TEM
48

 por un 

periodo mayor a 15 min, las partículas alcanzan tamaños superiores a 10 nm, (vea figura 10 

(c)).  

 

La microscopía de fuerza atómica es una técnica que permite caracterizar materiales a 

escala nanométrica. La figura 11 (a) muestra la topografía de la albumina sola, y los 

nanocúmulos AgNCs/HSA sintetizados se muestran en la figura 11 (b). En las imágenes de 

albumina sola, se observaron estructuras globulares con diferentes diámetros y alturas, sin 

embargo, estructuras con un tamaño de 10 nm de diámetro y con alturas de ~2 nm 

predominaron, en contraste las imágenes de los cúmulos sintetizados mostraron agregados 

con diámetros superiores a 10 nm y alturas superiores a los 3 nm. Las imágenes de fase 

muestran la diferencia entre distintos materiales, un material duro tendrá una fase diferente 

a la de un material suave, tomando en cuenta esta diferencia de fases esperábamos poder 

distinguir los nanocúmulos de la proteína, sin embargo, los análisis no mostraron 

diferencias (vea figura 12).  

Figura 10: Imágenes TEM de nanocúmulos sintetizados AgNCs (a) y (b), además se 

muestra la transición de nanocúmulos a nanopartículas al ser irradiadas con el haz del TEM 

(c).  Escala de barras, 10 nm (a) y 5 nm (b) y (c). 
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Figura 11: Imágenes de AFM de nanocúmulos AgNCs/HSA sintetizados. En (a) se muestra 

la albumina prístina, en tanto que en (b) se muestran los nanocúmulos sintetizados. En (c) 

se muestran los perfiles de las secciones indicadas en (a) y (b). Escala de barras, 50 nm  (a) 

y (b). 

 

Figura 12: Imágenes de AFM de nanocúmulos AgNCs/HSA sintetizados, en (a) se muestra 

la imagen de topografía y en (b) la imagen de fase. Escala de barras, 17 nm (a) y (b). 
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La microscopía de efecto túnel ha sido ampliamente usada para caracterizar biomoléculas a 

nivel molecular, en particular a permito caracterizar proteínas globulares en su estado 

nativo y desnaturalizado
49

. Además, se ha demostrado que puede resolver el arreglo de 

cúmulos metálicos en metalotioneinas
50

. En la figura 13 se muestran imágenes STM de los 

nanocúmulos sintetizados AgNCs/HSA, las cuales revelaron estructuras globulares con 

tamaños heterogéneos, el tamaño y altura predominante fue de 15 nm y 1.5 nm 

respectivamente, dimensiones cercanas a las obtenidas por AFM. El arreglo y ubicación de 

los AgNCs en la proteína no se pudo resolver debido a que la proteína tiene un grado de 

desnaturalización que promueve su agregación dificultando la observación de monómeros, 

por lo tanto el contenido de metal es menor comparado con la masa de los agregados a si 

impidiendo su resolución
50

.  

 

 

Figura 13: Imagen de STM de nanocúmulos sintetizados. Escala de barras, 100 nm (a) y 

10 nm (b).  

 

 

(a) 
 

(b) 
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5.3.2 Conjugación de SWCNTs con nanocúmulos AgNCs/HSA 

Debido al gran número de aplicaciones que se plantean para los nanocúmulos de plata en 

teragnosis (combinación de elementos de diagnosis y terapia en un solo agente) es de gran 

importancia explorar su interacción con elementos de la sangre
51

. Con esta finalidad se 

analizó la interacción de los nanocúmulos generados usando la albumina de suero humano 

con glóbulos rojos; las células más comunes en sangre y principal transportador de oxígeno 

a los tejidos debido a que contienen la proteína hemoglobina. Sin embargo, debido a que se 

sabe que los nanocúmulos metálicos con una cubierta proteica no atraviesan las membranas 

celulares
52

 se usaron nanotubos de carbono como nano vectores para forzar la translocación 

de los nanocúmulos a través de la membrana celular de los glóbulos, ya que se sabe los 

nanotubos atraviesan indiscriminadamente las barreras celulares
53

. Para nuestro 

conocimiento hasta la fecha no hay trabajos que traten la interacción entre conjugados 

SWNTs-AgNCs/HSA y glóbulos rojos. 

 

La figura 14 muestra los espectros de absorción de los conjugados SWNTs-AgNCs/HSA. 

Empleamos tres estrategias para formar los conjugados: a) una solución de SWCNTs y 

HSA en una relación 1:100 (W/W) se incubo durante 30 min en un baño de ultrasonido, 

después se dejó reposar durante 30 min, e inmediatamente después se agregó hidróxido de 

sodio para ajustar el pH a 12. Por último, se agregó borohidruro de sodio para iniciar la 

síntesis de los nanocúmulos. b) primero se sintetizaron los nanocúmulos AgNCs/HSA y 

después se incubaron con una solución de SWCNTs durante 30 min en un baño de 

ultrasonido (relación 1:100 (W/W). Finalmente la síntesis c) denominada control fue como 

en el paso a, sin embargo, no se agregó hidróxido de sodio, por tanto la síntesis se llevó en 

condiciones neutras.  
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El espectro de los conjugados obtenidos por el método a mostro dos características 

importantes, un pico de absorción a 428 nm y otro a 278 nm, uno perteneciente a 

nanopartículas metálicas y otro a la proteína respectivamente (vea línea verde). En 

contraste el espectro de los conjugados obtenidos por el método b mostro una espectro 

amplio con una absorción máxima a 450 nm y un desplazamiento del máximo de la 

albumina hacia 290 nm (vea línea morada). El espectro del control c mostro características 

similares al método a, un pico a 428 nm y otro a 278 nm (vea línea roja). Los resultados 

muestran que se requiere de la síntesis previa de los NCs para obtener el conjugado. Es bien 

conocido que la adsorción de proteínas sobre la superficie de nanotubos de carbono puede 

provocar cambios en la estructura terciaria de las proteínas, en nuestro caso probablemente 

la HSA al ser adsorbida sobre los CNTs disminuye su movilidad y/o restringe aminoácidos 

o secuencias de aminoácidos necesarios para la formación de los nanocúmulos.  

 

 

Figura 14: Espectros de absorción de los conjugados SWNTs-AgNCs/HSA.  
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El análisis de AFM se realizó para confirmar la adsorción de los cúmulos AgNCs/HSA 

sobre la superficie de los nanotubos de carbono. Comparando las imágenes de AFM de 

SWCNTs prístinos (Figura 15 (a) y (b)) con las de los conjugados SWNTs-AgNCs/HSA 

(Figura 15 (c) y (d)), es claro los nanocúmulos (vistos como parches) se adhieren a lo largo 

de la superficie de los tubos después de ser incubados. La primera característica que resalta 

es un incremento en el diámetro de los conjugados con respecto de los tubos prístinos, 20 

nm y 15 nm respectivamente (vea perfil 1 y 2). Además, los nanotubos prístinos muestran 

una superficie homogénea, en contraste los conjugados tiene crestas y valles a lo largo de 

su superficie, los cuales corresponden a los nanocúmulos absorbidos y al CNTs 

respectivamente (vea perfil 3). Las crestas tuvieron alturas de alrededor de 3 nm, que 

corresponde con la altura obtenida por AFM para los cúmulos solos. Las características 

observadas en los conjugados concuerdan con estudios previos de adsorción de proteínas 

sobre nanotubos de carbono
36

. 
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Figura 15: Imágenes topográficas de AFM de nanotubos de carbono de capa simple 

(SWCNTs) prístinos (a) y (b) en (c) y (d) se muestran imágenes de los conjugados SWNTs-

AgNCs/HSA. En E se muestran los perfiles la sección transversal de nanotubo prístino (vea 

flecha negra en (b)), perfil de la sección transversal del conjugado (flecha negra en (d)) y el 

perfil de la sección longitudinal del conjugado (flecha roja en (d)), vea graficas 1,2 y 3 

respectivamente.  

 

 

 

(e)  
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El análisis de HRTEM se realizó para confirmar la formación del conjugado SWNTs-

AgNCs/HSA. La figura 16 (a) y (b) muestran imágenes de los conjugados, en estas se 

observa que sobre las paredes de los tubos hay una película irregular y sobre esta hay 

pequeñas partículas (vea figura 16 (b)). Las partículas tuvieron diámetros de alrededor de 2 

nm, tamaño en concordancia con los cúmulos AgNCs/HSA solos. En adición el análisis 

elemental (EDS) mostro una pequeña señal de plata confirmando que las partículas son 

nanocúmulos de plata (inserto). Como control, dispersamos nanotubos de carbono con 

albumina de suero humano sola, las imágenes HRTEM mostraron que los nanotubos se 

encuentran embebidos en la albumina
54

.  

 

 

Figura 16: Imágenes HRTEM de conjugados SWNTs-AgNCs/HSA (a). En (b) se muestra 

un acercamiento a la región enmarcada en (a), además, el inserto muestra el análisis 

elemental. (c) y (d) muestran imágenes de SWCNTs funcionalizados solo con HSA.  Escala 

de barras, 10 nm (a),  2 nm (b) y 20 nm (c) y (d). 
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5.3.3 Interacción de conjugados con glóbulos rojos.  

En este punto se analizó la biocompatibilidad de los conjugados con glóbulos rojos (RBCs). 

Se usó la microscopía electrónica de barrido (SEM) para observar la integridad estructural 

de los glóbulos después de ser incubados con los conjugados. En las imágenes del grupo 

control  los glóbulos mostraron la clásica apariencia de disco bicóncavo (figura 17 (a)). En 

contraste, los glóbulos incubados con los complejos (SWNTs-AgNCs/HSA) mostraron 

distorsiones en su estructura, la más destacada fue la presencia de un hoyo central en los 

glóbulos. La fragmentación de los glóbulos mantuvo una relación con el incremento de la 

concentración de los conjugados. A una mayor concentración de conjugados mayor fue el 

grado de fragmentación (figura 17 (b-d)).  

 

Resulta interesante la ausencia de nanotubos sobre los glóbulos, la ausencia de CNTs se 

interpreta como un indicativo de los complejos atravesaron la barrera celular. La difusión se 

corroboró ya que cuando se incubaron los glóbulos con los AgNCs-HSA solos, se observó 

una gran cantidad de material sobre los glóbulos, indicando que los cúmulos no penetraron 

la membrana de los glóbulos debido a que cambios estructurales en la estructura nativa de 

la proteína impiden su internalización
52

 (figura 17 (e)). Además los glóbulos no mostraron 

la presencia de hoyos, evidenciando que la fragmentación de los glóbulos ocurrió solo en 

los glóbulos expuestos a los conjugados. Los resultados de SEM mostraron que los 

conjugados producen  cambios significativos en los glóbulos rojos, sugiriendo tienen cierto 

grado de citotoxicidad.  
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Figura 17: Imágenes SEM de glóbulos rojos expuestos a conjugados SWNTs-

AgNCs/HSA.  En (a) se muestra los glóbulos del grupo control, en (b) se muestran los 

glóbulos expuestos a los conjugados SWNTs-AgNCs/HSA a una concentración de 0.2 

mg/ml, en tanto que en (c) y (d) se expusieron a concentraciones de 0.02 mg/ml y 0.02 

mg/ml respectivamente. Finalmente en (d) se muestran los glóbulos expuestos a  

AgNCs/HSA. Escala de barras, 5 µm (a-e).  

 

 

 

 

(e) 

0.2mg/ml 0.02mg/ml 

0.002mg/ml AgNCs/HS

A 
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Para corroborar el efecto de los conjugados en los glóbulos se analizó su hemolisis; ruptura 

de la membrana y liberación de hemoglobina, en cuanto mayor es el grado de ruptura la 

liberación de hemoglobina es mayor
55

. En la figura 18 se muestra el espectro de absorción 

de la hemoglobina liberada en glóbulos rojos expuestos a  los conjugados SWNTs-

AgNCs/HSA y AgNCs/HSA. El control negativo (glóbulos rojos incubados con agua 

destilada y agitados violentamente) mostro la mayor cantidad de hemoglobina liberada 

(línea roja). En concordancia con los datos  obtenidos por SEM, se observó una mayor 

hemolisis en los glóbulos incubados con los conjugados (línea azul y verde), y una menor 

hemolisis en los glóbulos incubados únicamente con los nanocúmulos AgNCs/HSA.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Espectro UV-vis de hemoglobina liberada de glóbulos rojos. El espectro tiene 

una significativa absorbancia a 412 nm y dos picos pequeños a 544 y 578 nm que 

corresponden a oxihemoglobina.  
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La mayoría de los reportes plantean que la biocompatibilidad de los nanomateriales 

funcionalizados  con biomoléculas se incrementa, la forma en que ocurre no es bien 

conocida
56

. Shang y colaboradores
52

 reportaron que los nanocúmulos de plata son tóxicos 

para cultivos celulares (Hela), la toxicidad de los nanocúmulos se minimiza drásticamente 

cuando los NCs son cubiertos por HSA, ellos proponen que  debido a los cambios 

estructurales de la proteína cuando es absorbida sobre la superficie de los nanomateriales la 

proteína no puede ser reconocida por la maquinaria de reconocimiento celular para su 

internalización, por lo tanto las nanopartículas no son internalizadas. Al  usar nanotubos de 

carbono como vectores, la internalización de los nanocúmulos ocurrió indiscriminadamente 

por los glóbulos (los nanotubos de carbono atraviesan las barreras por endocitosis) 

provocando su fragmentación. La forma en que los nanocúmulos de plata interfieren en las 

células no es bien conocida.  

 

5.4 Conclusión  

En este apartado se demostró un método fácil para la síntesis de nanocúmulos de plata 

usando la albumina sérica humana como agente estabilizante. La proteína actúa como 

ligando para estabilizar el núcleo metálico y limita el crecimiento de los nanocúmulos. 

Además se tomó ventaja de la afinidad de la albumina por la superficie hidrófoba de los 

nanotubos de carbono y se formaron conjugados con nanocúmulos de plata y nanotubos de 

carbono. Se mostró que los conjugados comprometen la integridad de los glóbulos rojos. A 

pesar de que los nanocúmulos han sido ampliamente investigados para diversas 

aplicaciones biomédicas como teragnosis, sin embargo, la hemolisis observada en este 

trabajo puede limitar sus aplicaciones.  
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6. Nanopartículas de plata confinadas en nanodiscos del virus del mosaico 

del tabaco  

6.1 Introducción   

La síntesis de materiales híbridos con tamaños y dimensiones controlables es de gran 

importancia en nanociencia y nanotecnología, ya que para la manufactura de dispositivos 

avanzados se requiere de bloques de construcción con características homogéneas. Un 

número de estructuras biológicas han sido usadas como plantillas para su síntesis, sin 

embargo, uno de los sistemas que ofrece mayor control sobre el tamaño final de las 

nanopartículas son los nanoreactores; bionanoestructuras que por su arquitectura tienen 

áreas bien definidas que confinan el crecimiento de las partículas. La cavidad interna de 

estuches proteicos ha sido usada para sintetizar nanopartículas, los grupos funcionales en la 

superficie de la cavidad interna actúan como centros de nucleación y las paredes actúan 

como contenedor/molde que delimita el tamaño y forma final de la nanopartícula. La 

cavidad interna de la cápside del virus de manchas blancas del frijol y de la proteína 

ferritina ha sido usada para sintetizar NPs metálicas y magnéticas con tamaños 

definidos
57,58

. Además, de estuches proteicos se ha usado el poro de estructuras con forma 

de discos (toroide) para sintetizar NPs. Los poros de la proteína chaperona y de plásmidos 

de ADN se han usado como moldes para sintetizar nanopartículas de níquel, cobalto y oro 

con dimensiones puntuales
59,60

. Una característica importante de los discos es que debido al 

efecto de confinamiento compuestos que son procesados comúnmente bajo condiciones 

extremas (presión elevada, altas temperaturas y/o pH caustico) pueden ser sintetizados bajo 

condiciones suaves en la cavidad de discos ensamblados de péptidos
61

. Una cualidad más 

de los nanodiscos es que no solo tienen aplicación en nanotecnología, actualmente hay un 
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campo emergente donde nanodiscos ensamblados de fosfolípidos y un armazón de 

proteínas de membrana se usan para estudiar proteínas de membrana
62

. Como dato, existen 

pocos ejemplos de discos híbridos, esto puede deberse a que son raros en la naturaleza y 

difíciles de sintetiza. En la naturaleza hay pocos ejemplos; barriles beta y los barriles TIM. 

También se ha buscado sintetizarlos a partir de polímeros anfipáticos, DNA, péptidos, 

proteínas y porfirinas
63

. Desafortunadamente la extracción y purificación o la síntesis de 

estructuras toroides es un proceso complicado y costoso. Es bien conocido que la cápside 

del virus del mosaico del tabaco puede formar estructuras toroides y estas han sido usadas 

como plantilla para ordenar nanopartículas metálicas pre-sintetizadas. Khalil y 

Szuchmacher
64

 tomando ventaja de los grupos amino que se encuentran distribuidos en la 

superficie del disco anclaron nanopartículas de oro y obtuvieron arreglos de nanopartículas 

en forma de anillo sobre los discos. Sin embargo, hasta la fecha ningún trabajo ha reportado 

su uso como nano reactores para sintetizar nanopartículas. Esto puede deberse a que se 

requiere de condiciones específicas de pH, fuerza iónica y temperatura para el ensamble de 

los discos, además que solo existen en un intervalo reducido y pequeños cambios en su 

ambiente fisicoquímicos promueven su desensamble.  

 

Motivados por el número de publicaciones que mencionan el polimorfismo de TMV 

modificado térmicamente, nosotros exploramos si la temperatura puede promover el 

desensamble de la cápside de TMV en discos sin desnaturalizar la proteína. Nuestros 

resultados mostraron que a temperaturas alrededor de 75 °C se promueve el desensamble de 

la cápside en estructuras como discos. Como dato este es el primer reporte que menciona la 

obtención de discos a través del desensamble térmico de TMV. Este es un proceso rápido y 

sencillo para obtener estructuras toroides.  
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En este trabajo presentamos una vía alternativa para la formación de nanodiscos a través del 

desensamble de la cápside de TMV inducido térmicamente. Las estructuras toroides se 

emplearon como nanoreactores para la síntesis de nanopartículas de plata (vea figura 19).  

 

6.2 Materiales y métodos  

6.2.1 Materiales  

Las muestras de TMV nativo fueron proporcionadas amablemente por el Dr. Stephen Mann 

(Departamento de Química, Universidad de Bristol). El Nitrato de plata (AgNO3), boro 

hidruro de sodio (NaBH4) se obtuvieron de sigma-Aldrich. Todos los reactivos se usaron 

como se recibieron. En todos los experimentos se usó agua desionizada (18.2 MΩ.cm) de 

un sistema de purificación Millipore.  

 

6.2.2 Obtención de nanodiscos  

Los nanodiscos se obtuvieron de la siguiente metodología: 500 μl de TMV nativo a una 

concentración de 1 mg/ml en 10 mM de PBS a un pH 7.0 se agregó en un tubo Eppendorf y 

se incubaron a 75 °C en un baño de aceite durante 60 min. La muestra se dejó enfriar a 

temperatura ambiente durante una hora, después se agregaron 500 μl de agua desionizada al 

tubo Eppendorf y se centrifugo a 10,000 rpm durante 15 min, el sobrenadante se tomó 

cuidadosamente, se cuantifico y ajusto a 1 mg/ml.  

 

6.2.3 Síntesis del hibrido AgNPs/NDs  

Para la síntesis de los híbridos AgNPs/NDs se siguió el siguiente procedimiento: 25 μl (1 

mg/ml) de nanodiscos se mezclaron con 25 μl (1 mM) de nitrato de plata (AgNO3), después 

se dejaron reposar durante 15 min a temperatura ambiente, sin agitación. Finalmente se 
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agregaron 50 μl (5 mM) de boro hidruro de sodio (NaBH4).  

 

6.2.4 Caracterización  

Los espectros de UV-vis se obtuvieron en un rango de 200 a 800 nm en un 

espectrofotómetro Perkin Elmer Lambda 11. Para el análisis de microscopía electrónica de 

transmisión  las muestras se prepararon depositando 5 μl de la muestra en rejillas de cobre 

cubiertas con carbono (Ted Pella), después de 60 s el exceso de solución se eliminó usando 

papel filtro y se dejó secar durante la noche, las muestras se analizaron usando un 

microscopio TEM (JEOL 1200EX). Para el análisis de microscopía de fuerza atómica se 

depositaron 100 μl de las muestras sobre mica, después de 15 min el exceso de muestra se 

eliminó con papel filtro, finalmente las muestras se lavaron con 1000 μl de agua 

desionizada y se dejaron secar en vacío durante 2 h. El análisis de AFM se hiso en modo de 

contacto intermitente en condiciones ambientales en un Picoforce (Veeco).  

 

 

Figura 19: Imagen esquemática de la producción de nanodiscos y su decoración con 

nanopartículas de plata para formar el hibrido AgNPs/NDs.  
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6.3 Resultados y discusión  

Como mencionamos anteriormente la temperatura es un factor que influye en la estructura 

del virus del mosaico del tabaco. A través de la exposición de la cápside nativa de TMV a 

varias temperaturas por diferentes periodos se encontró que a 75 °C durante 120 min la 

cápside nativa de TMV se desensambla en estructuras como discos (vea figura 20). La 

morfología de los discos es homogénea, según las imágenes tienen 18 nm de diámetro 

externo y una cavidad interna de 4 nm, estas dimensiones mantienen una relación con los 

discos ensamblados por otros métodos
64

.  El análisis de dispersión dinámica de luz de los 

discos producidos muestra que además de estos hay una gran cantidad de cápsides de TMV 

sin desensamblar y grandes agregados (vea figura 21).  

 

 

Figura 20: Imágenes de microscopia de transmisión de nanodiscos  

 

El modelo más popular de ensamble de TMV propone la formación de los discos es 

indispensable como primer paso para iniciar el crecimiento del virus. El modelo propone 

que una cadena de RNA se inserta en el hueco del disco y se adhiere a la superficie interior 

concéntrica del disco. La unión del RNA provoca la dislocación del disco en una 
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protohélice. Este re arreglo provoca el ajuste de las subunidades y el arresto del RNA. 

Después de este paso más regiones del RNA se unen en la superficie interior de la 

protohélice y más discos se pueden adherir. Otro modelo propone los monómeros de la 

cápside se adhirieren secuencialmente al RNA para formar la vara. En ambos modelos se 

basan en el RNA como columna para mantener la cohesión de las subunidades en la vara 

nativa
60,61

. Por tanto al aplicar la energía necesaria para desestabilizar la unión del RNA a la 

superficie del interior la cápside, el desensamble de los discos ocurre. Como dato la 

desestabilización de la interacción de segmentos de RNA con las proteínas de la cápside de 

TMV ha sido demostrada a través de métodos mecánicos
65

.  

 

 

Figura 21: Dispersión dinámica de luz de TMV nativo antes y después del tratamiento 

térmico, (a) y (b) respectivamente.  

 

6.3.1 Síntesis de nanohíbridos 

Una vez obtenidos los discos, el siguiente paso fue la síntesis de AgNPs en el poro de los 

discos (vea punto 7.2.3 en metodología). La figura 22 muestra imágenes TEM de los discos 

prístinos y de los híbridos AgNPs/NDs. Los anillos prístinos fueron teñidos con acetato de 

uranilo, ya que los materiales biológicos son transparentes en imágenes de TEM. La 

acumulación de acetato en el poro de los anillos provoca se observe con una mayor 
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densidad electrónica (vea figura 22 (a)). Imágenes de los híbridos AgNPs/NDs muestran los 

discos presentan irregularidades en sus bordes esto pudo deberse a daños ocasionados por 

el haz de electrones del microscopio. En general el poro de los híbridos tiene una mayor 

densidad electrónica, en este caso no se usó acetato de uranilo, por tanto la densidad 

electrónica se debe a las AgNPs (figura 22 (b) y (c)).  

 

 

Figura 22: Imágenes de TEM de nanodiscos prístinos (a) y de los híbridos AgNps/NDs 

producidos (b). En (c) se muestra una colección de híbridos AgNps/NDs, los cuales 

evidencian la presencia de NPs en su poro central.  

 

La síntesis de AgNPs en el poro de las nanopartículas se analizó por UV-vis. La figura 23 

muestra el espectro de los híbridos AgNPs/NDs, presenta un pico de absorción centrado a 

280 nm, la ubicación del pico muestra el material proteico no ha sufrido cambios 

conformacionales. Además se observa un pico a 420 nm que es debido a la resonancia 

plasmonica de superficies de las AgNPs en la cavidad interna de los discos. Un aspecto 
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interesante es la joroba ancha que surge desde 500 hasta 580 nm, este comportamiento es 

característico de nanoclusters metálicos de plata como observamos en el punto 5, la 

presencia de los NCs fue corroborada por imágenes TEM, ya que además de las partículas 

también se observó una gran cantidad de pequeñas partículas con tamaños inferiores a 2 

nm.  

 

Figura 23: Espectro de UV-visible de nanoestructuras hibridas AgNPs/NDs.  

 

Finalmente analizamos los híbridos por microscopía de fuerza atómica (ver figura 24). Los 

discos prístinos mostraron estructuras como donas de 25 nm de diámetro y alturas de 

alrededor de 2.5 nm (ver figura 24 (a)). Una característica interesante es que los perfiles 

mostraron poros de alrededor de 6.5 nm de diámetro (trazo azul en inserto en la figura 30 

(d)). En contraste las imágenes de los híbridos sintetizados mostraron que los anillos 

pierden la forma de dona ya que los poros desaparecen (vea figura 24 (c)). El análisis de la 

sección transversal  muestra que hay un incremento en la altura en la región donde se 

ubican los poros (trazo rojo en inserto en 24 (d)), indicando que la cavidad fue rellenada 

con nanopartículas de plata. Finalmente las imágenes de fase de ambas muestras nos 

confirman los discos son rellenados con un material diferente (figura 24 (d)).  
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Figura 24: Imágenes de microscopia de fuerza atómica de nanodiscos prístinos y de los 

híbridos AgNps/NDs producidos. (a) y (c) son imágenes de topografía discos y híbridos 

respectivamente, mientras que (b) y (d) son imágenes de fase de (a) y (c) respectivamente. 

El inserto en (d) es el perfil de los objetos señalados en (a) y (c) según sus colores. Escala 

de barras 100 nm (a) y (c). 

 

Como mencionamos, los modelos de ensamble de TMV se basan en el RNA como pilar y 

eje sobre el cual crese la cápside de TMV. En nuestro análisis se encontró la exposición a 

75 °C durante 60 min la cápside se desensambla en unidades como discos. Dos datos 

importantes; i) es bien conocido que a temperaturas alrededor de 75 °C el RNA se 

desnaturaliza,  y ii) las proteínas de la cápside de TMV se aglomera a partir de los 80 °C
66

, 

como consecuencia de la desnaturalización de los monómeros de proteína. Con los datos 
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anteriores sugerimos la temperatura de 75 °C y el periodo de incubación son suficientes 

para desestabilizar la interacción entre el RNA y el interior de la cápside permitiendo el 

desensamble de los discos, además la energía es insuficiente para promover la 

aglomeración del virus, permitiendo la conservación de los discos.  

 

La síntesis de AgNPs en el poro de los discos obtenidos, se explica por la carga negativa en 

el centro del disco generada por un anillo de grupos carboxílicos alrededor del poro (vea 

figura 25).  Lu y colaboradores
67

 y Wang y colaboradores
68

 mencionan que esos grupos 

carboxílicos tienen un pKa alto y son responsables del desensamble de los discos en 

monómeros a pH de 7.2. La síntesis de las AgNPs se realizó en un pH superior (8.0) 

sugiriendo los discos debieron desensamblarse lo cual no ocurrió. La unión de los iones de 

plata a las cargas negativas puedo neutralizar la repulsión entre estas permitiendo los discos 

conserven su estructura.  

 

 

Figura 25: Modelo molecular de nanodiscos de la proteína de cubierta de TMV. Los 

colores señalan aminoácidos con carga negativa y con carga positiva, rojo y azul 

respectivamente.  
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6.4 Conclusión  

El método de obtención de discos por medio del calentamiento de la cápside nativa del 

virus del mosaico de tabaco es práctico y rápido comparado con métodos conocidos. Sin 

embargo, se requiere cuantificar su eficiencia para conocer su viabilidad. La síntesis de 

nanopartículas de plata en el poro de discos de TMV permitió la obtención de nuevos 

nanomateriales híbridos con aplicaciones potenciales en nanotecnología.  
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7. Partículas esféricas derivadas de TMV como plantilla suave para la 

síntesis de nanopartículas de plata.  

7.1 Introducción  

La producción de materiales híbridos usando plantillas biológicas está generando 

beneficios en el desarrollo de la nanotecnología. Se sabe que las cápsides virales son 

excelentes plantillas ya que poseen características que las hace ideales para sintetizar y 

organizar nanopartículas. Algunas característica hacen de las cápsides virales útiles en 

nanociencia y nanotecnología: (i) Las cápsides son estructuras supramoleculares de 

proteína con un gran número de grupos funcionales que pueden conjugarse con 

nanomateriales. (ii) Las cápsides cuentan con estructura y simetría definidas, lo cual les 

permite mantener una periodicidad precisa sobre grandes dimensiones. (iii) La información 

genética de las proteínas de las cápsides es accesible, por lo tanto, las propiedades de los 

virus pueden ser modificadas y diseñadas a través de ingeniería genética. (iv) Con los 

avances actuales en biotecnología la producción en masa de los virus es posible con relativa 

facilidad. Las características de las cápsides virales son difíciles de igualar por los 

materiales sintéticos
4
. 

 

Diversos trabajos han demostrado que la cápside del virus del mosaico del tabaco (TMV) 

es una estructura supramolecular ideal como plantilla para la síntesis de nanomateriales 

híbridos. Un amplio rango de materiales han sido depositados en TMV usando diferentes 

métodos: nanocristales semiconductores tales como PbS, CdS y óxidos de hierro fueron 

nucleados sobre TMV a través de su exposición a sales precursoras
4
. Películas de SiO2 

pueden ser formadas en TMV usando métodos de condensación de sol-gel
69

. Cubiertas de 
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metales nobles tales como oro, plata, platino, paladio, níquel, cobalto y cobre han sido 

depositadas a través del método de deposición electroless
69

. Además, se ha codepositado 

oxido de aluminio y oxido de titanio
70

. Finalmente, estrategias convencionales de 

deposición de silicio han sido empleadas como paso adicional para recubrir híbridos de 

TMV decorados con nanopartículas metálicas
71

.  

 

El virus del mosaico del tabaco consiste de 2130 subunidades proteicas idénticas de 17.5 

kDa apiladas en un arreglo helicoidal de mano derecha que envuelven un segmento de RNA 

unicatenario de 6400 nucleótidos. La morfología resultante es una estructura tubular de 300 

nm de longitud, 18 nm de diámetro externo y 4 nm de diámetro interno (vea esquema (b) en 

figura 26). La mayoría de los trabajos han usado la forma nativa de TMV para sintetizar 

materiales híbridos, sin embargo TMV presenta un polimorfismo dependiente de la 

temperatura que puede ser explotado. Varios reportes han mencionado que nanopartículas 

esféricas (SPs) son generadas a través del tratamiento térmico del TMV nativo. Mencionan 

que a temperaturas de 94-98 °C las proteínas de la cubierta (Cp) de TMV adquieren una 

conformación única favorable para su agregación/ensamble en SPs. Las partículas consisten 

en esferas homogéneas en forma y tamaño, y sin material genético
72

. El tamaño final de las 

SPs depende de la concentración inicial de TMV, a una concentración de 0.1, 1.0, y 10.0 

mg/ml de TMV nativos las dimensiones de las esferas es 50-160 nm, 100-350, y 250-800 

nm respectivamente
73

. Además se sabe que en la transición térmica el RNA se elimina y las 

esferas solo están compuestas de material proteico, restándoles toxicidad biológica. Varios 

reportes han demostrado la versatilidad de las SPs como plantillas para anclar biomoléculas 

y nanopartículas. Atabekov y colaboradores
73

 depositaron PEP  (bromuro de poli(N-etil-4- 

vinilpiridinio)) sobre las SPs y secuencialmente albumina de suero bovino. En un trabajo 
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posterior incrementaron la complejidad del sistema y anclaron anticuerpos sobre la 

superficie de las SPs
72

. Recientemente Bruckman y colaboradores
74

 anclaron gadolinio (III) 

para fabricar un hibrido con aplicación como agente de contraste en imagen por resonancia 

magnética (MRI).  

 

Motivados por las características notables de las SPs como un tamaño controlable, baja 

toxicidad y los avances recientes en su funcionalización, empleamos las esferas como 

plantillas para sintetizar nanopartículas de plata (vea figura 19).  

 

7.2 Materiales y métodos  

7.2.1 Materiales  

Las muestras de TMV nativo fueron proporcionadas amablemente por el Dr. Stephen Mann 

(Departamento de Química, Universidad de Bristol). El nitrato de plata (AgNO3), 

borohidruro de sodio (NaBH4) e hidróxido de potasio (KOH) se obtuvieron de Sigma-

Aldrich. Todos los reactivos se usaron como se recibieron. En todos los experimentos se 

usó agua desionizada (18.2 MΩ.cm) de un sistema de purificación MIillipore.  

 

7.2.2 Formación de partículas esféricas. 

La formación de las SPs a través de la transición térmica se logró siguiendo el método 

descrito por Atabekov y colaboradores
72

. En resumen, 1.0 mg/ml de TMV nativo (pH 7.0) 

se calentó a 95 °C durante 10 s en un termociclador (Tercyc Thermocycler, DNA-

Technology).  
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7.2.3 Síntesis del hibrido AgNPs/SPs.  

Para la síntesis de los híbridos AgNPs/SPs se siguió el siguiente procedimiento, 20 μl (1mg 

ml) de nanoesferas se mezclaron con 25 μl (1 mM) de nitrato de plata (AgNO3) y se dejó 

reposar durante 15 min a temperatura ambiente, sin agitación. Después se agregaron 50 μl 

(5 mM) de boro hidruro de sodio (NaBH4), se dejó reposar durante 5 min. Después se 

agregaron alícuotas de AgNO3 y NaBH4 secuencialmente en cinco ciclos con intervalos de 

1 min entre cada adición.  

 

Figura 26: Ilustración esquemática de preparación de nanopartículas esféricas (SPs) y 

síntesis de nano hibrido AgNPs/SPs.  

 

7.2.3 Caracterización de híbridos 

Los espectros de UV-vis se obtuvieron en un rango de 200 a 800 nm en espectrofotómetro 

Perkin Elmer Lambda 11. El tamaño y potencial Z de las nanoesferas se analizaron en un 

equipo Nano-ZS (Malvern Zetasizer) en celdas para potencial Z desechables. Para el 

análisis de microscopía electrónica de transmisión las muestras se prepararon depositando 5 

μl de la muestra en rejillas de cobre cubiertas con carbono (Ted Pella), después de 1 min el 

exceso de solución se eliminó usando papel filtro y se dejó secar durante la noche, las 

muestras se analizaron usando un microscopio TEM (JEOL 1200EX). El análisis de tamaño 

de partículas se hizo con el software ImageJ (NIH). Para el análisis de microscopía de 
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fuerza atómica se depositaron 100 μl de las muestras sobre mica, después de 15 min el 

exceso de muestra se eliminó con papel filtro, y finalmente las muestras se lavaron con 

1000 μl de agua desionizada y se dejaron secar en vacío durante 2 h. El análisis de AFM se 

hizo en modo de contacto intermitente en condiciones ambientales con puntas de silicio 

(F=40 N/m), para el análisis se empleó un microscopio Picoforce (Veeco).  

 

7.3 Resultados y discusión  

La estructura del virus del mosaico del tabaco se analizó por TEM. Las imágenes revelaron 

la estructura tipo barra del virus (figura 27 (a)), las dimensiones de ~300 nm de longitud, 

~18 nm de diámetro externo (figura 27 (b)) concuerdan con las reportadas para la estructura 

cristalina de TMV. Desafortunadamente, la cavidad interna del tubo no se pudo observar, 

esto pudo deberse al poco tiempo que la muestra estuvo expuesto al acetato de uranilo así 

que se impidió su difusión en la cavidad.  

 

Figura 27: (a) Imagen TEM de cápsides virales de TMV marcadas con acetato de uranilo. 

(b) representación esquemática de TMV. El virus tiene una estructura helicoidal, una 

subunidad proteica es resaltada en rojo, el RNA se esquematiza como una cinta naranja. 

Escala de barra 100 nm. 
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Después de someter las muestras de TMV al tratamiento térmico 95 °C por 10 s se 

analizaron por dispersión dinámica de luz (DLS) (vea figura 28). Las cápsides de TMV 

nativo tienen un radio hidrodinámico (Rh) de 45 nm (línea roja) antes de ser calentadas, en 

contraste después del tratamiento resulta evidente un incremento en el tamaño de las 

partículas ya que hay un desplazamiento en el Rh hasta 130 nm (línea azul). Resulta 

interesante el comportamiento unimodal en ambas muestras, en TMV significa que la 

muestra carece de impurezas, mientras que en la muestra calentada indica la mayoría de las 

cápsides se transformaron para formar nanoesferas, además evidencia la ausencia de 

aglomerados. El análisis del potencial Z antes y después del tratamiento térmico confirma 

TMV sufre un reordenamiento estructural, ya que la carga inicial de TMV es de -37.5 mV, 

en contraste después del tratamiento la negatividad incrementa -45.4 mV. Generalmente, un 

potencial Z por debajo de -30 mV es considerado como un indicador de un sistema coloidal 

estable
52

. El índice de polidispersibidad bajo (PDI= 0.072) y el potencial Z negativo indican 

las esferas son altamente estables y homogéneas.  

 

 

Figura 28: Radio hidrodinámico (Rh) de TMV antes (rojo) y después de ser sometidos a 

tratamiento térmico (azul).  
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Para corroborar la transición de TMV en esferas las muestras se analizaron por AFM (vea 

figura 29). Las cápsides de TMV mostraron la clásica forma de barra (vea Figura 29 (a)). 

Las dimensiones de los perfiles son similares a las observadas por TEM, altura 14 nm y 

longitudes de ~ 300 nm (vea perfiles 1 y 2 en figura 29 (c)). En contraste las imágenes de 

las muestras después del tratamiento térmico mostraron una morfología esférica, 

corroborando la transición de la estructura tubular de TMV nativo en una estructura 

esférica. En su mayoría presentaron alturas de 140 nm y diámetros cercanos a 250 nm (vea 

perfil 3 en figura 29 (c)). Las dimensiones de las esferas concuerdan con las observadas en 

DLS.  

 

Figura 29: Imágenes topográficas de AFM de Virus del mosaico del tabaco y de 

nanoesferas, vea (a) y (b) respectivamente. En (c) se muestran los perfiles de sección 

transversal (1) y longitudinal (2) de TMV señalados en (a), y en el perfil (3) se muestra la 
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altura de las SPs señalada en (b). Escala de barras, 1000 nm (a) y 500 nm (b). 

  

7.3.1 Síntesis de nanopartículas de plata sobre SPs  

Diferentes concentraciones de plata, agente reductor, así como tiempo de incubación se 

analizaron para obtener las condiciones favorables con el fin de tener esferas cubiertas con 

NPs de tamaño homogéneo. La figura 30 muestra imágenes representativas de la adición 

secuencial de 0.5 mM de nitrato de plata y 5 mM de boro hidruro de sodio. La figura 30 (a) 

muestra las esferas después de la adición de nitrato de plata y antes de la adición de boro 

hidruro. Las esferas muestran una estructura casi esférica con bordes bien definidos. 

Después de completar el primer ciclo con la adición de boro hidruro, la suspensión sufrió 

un cambio de color de translucido a amarillo, el cambio en coloración se interpreta como la 

reducción de los iones de plata y por tanto su conversión en plata metálica. Las imágenes 

TEM de estas esferas mostraron que su superficie es decorada discretamente con partículas 

pequeñas (vea figura 30 (b)). Las muestran no se tiñeron, así que el contraste se debe 

únicamente a las partículas metálicas, el tamaño de las nanopartículas fue inferior a 5 nm. 

Al finalizar el quinto ciclo de adición de plata y de agente reductor las esferas mostraron un 

mayor número de partículas sobre su superficie, además las partículas se observan mejor 

definidas, el análisis de tamaño mostro que nanopartículas con dimensiones inferiores a 5 

nm predominan (vea figura 30 (c)). Para analizar la estabilidad de los híbridos, dejamos 

reposar las muestras a temperatura ambiente y protegidas de la luz por 48 h. Los híbridos 

mostraron estabilidad en fase acuosa, ya que no se observó precipitación por gravedad. Las 

imágenes TEM mostraron la superficie de las esferas continuaba parcialmente cubiertas, el 

análisis de tamaño mostró que partículas alrededor de 5 nm seguían predominando, sin 

embargo también hubo un incremento en el número de partículas con tamaños superiores a 
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10 nm (figura 30 (d)). El análisis elemental (EDS) mostro una fuerte señal de plata (inserto 

en figura 30 (b)) lo que corroboro la naturaleza de las partículas, además el patrón de 

difracción de las NPs confirmo su estructura cristalina (inserto en figura 30 (d)).  

 

 

Figura 30: Imagines TEM de nanoesferas (a) e híbridos obtenidos en el primer ciclo (b) y 

quinto ciclo (c) de adición secuencial de nitrato de plata y boro hidruro. En (d) se muestran 

los híbridos 48 h después de finalizar el quinto ciclo. En (e) se muestra la distribución de 

tamaño de las nano esferas y NPs sintetizadas, nano esferas (1), ciclo uno (2), ciclo cinco 

(3) y 48 h después (4), análisis hecho con ImageJ. Escala de barras 200 nm (a) y (d) y  100 

nm (b) y (c). 

 

(d) (c) 

(b) (a) 
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Finalmente los híbridos AgNPs/SPs se caracterizaron por espectroscopia de UV-visible. La 

figura 31 muestra el espectro de absorción del hibrido. El espectro muestra una joroba 

amplia con una absorción máxima a 280 nm, y otra con un máximo de absorción a 400 nm, 

indicando que los cationes Ag
+
 son reducidos y que los átomos de metal se unen para 

formar nanopartículas.  

 

 

Figura 31: Espectro de UV-visible de nano estructura hibrida AgNPs/SPs.  

 

Debido a su naturaleza protéica, factores físicos o bioquímicos, pueden afectar la integridad 

estructural de las cápsides virales. Altas temperaturas desestabilizan las interacciones 

débiles que dirigen el ensamble de las cápsides. En pocos casos se tiene reportado que altas 

temperaturas promuevan el reordenamiento de la cápside en estructuras con diferente 

geometría. TMV muestra estabilidad hasta temperaturas alrededor de 70 °C, sin embargo, a 

temperaturas superiores se desnaturaliza y forma fibras amiloideas. Interesante resultan lo 

reportado por Atabekov y colaboradores
75

 quienes al someter cápsides de VMT a 

temperaturas entre 94 a 98 °C durante 10 s encontraron el virus sufre una desnaturalización 

parcial y se agrega en forma de esferas sólidas con diámetros homogéneos. Los resultados 

de este trabajo corroboran la transición térmica de cápsides helicoidales a estructuras 
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esféricas.  

 

La metodología que empleamos produjo una cubierta incompleta sobre las superficies, 

varios factores pueden estar implicados. La proteína de cubierta tiene 15 aminoácidos con 

carga negativa. Cuando se encuentra ensamblada en la cápside helicoidal únicamente 

quedan tres aminoácidos expuestos hacia la luz del tubo y solo 2 expuestos al exterior del 

tubo. Como mencionamos, la vara de TMV en pH neutro tiene carga negativa (-37.5 mV) la 

cual incrementa cuando se forman las esferas (-45.4 mV), esto indica que la estructura 

terciaria de la proteína de la cubierta se modificó y el número de aminoácidos con carga 

negativa expuestos al solvente incremento y por tanto también el número de sitios de unión 

para cationes aumento. A pesar de este incremento, probablemente la distancia entre los 

aminoácidos negativos o centros de nucleación pudo restringir la formación de una cubierta 

uniforme, ya que se sabe la concentración de los sitios de unión a los precursores es crítica 

para obtener cubiertas homogéneas. Por otro lado Lim y colaboradores
76

 mencionan que 

cuando se usan reductores la formación de cubiertas incompletas puede deberse a una 

mayor velocidad de reducción de los cationes solubles que los que están unidos a la 

plantillas de esta forma se disminuye la disponibilidad de los iones.  

 

7.4 Conclusión 

En este capítulo presentamos la síntesis de una nueva clase de estructuras hibridas usando 

plantillas esféricas generadas a partir del tratamiento térmico del virus del mosaico del 

tabaco. Nosotros prevemos que las estructuras hibridas AgNPs/SPs pueden tener 

aplicaciones en dispositivos antibacterianos o sensores foto térmicos.  
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8. Partículas virales como plantillas suaves para la síntesis de 

nanopartículas de plata  

8.1 Introducción  

Las cápsides virales helicoidales son usadas como plantillas en la síntesis de nanoalambres 

metálicos debido a su estructura unidimensional. Shenton y colaboradores
69

 fueron los 

pioneros en depositar nanopartículas en la superficie de cápsides virales. A partir de sus 

trabajos los virus han sido investigados activamente. Hasta la fecha se ha logrado sintetizar 

una amplia variedad de nanopartículas de metales de transición (Ag, Au, Fe, Pt, Cd y Pd) y 

metaloides como silicio en su superficie. Tseng y colaboradores
77

 demostraron TMV es una 

plantilla ideal para la síntesis de nanopartículas de platino, ellos demostraron el híbrido 

tiene un comportamiento eléctrico completamente diferente al de los componentes solos ya 

que puede almacenar cargas. Royston y colaboradores
78

 a través de ingeniería genética 

insertaron residuos de cisteína en la cápside de TMV para incrementar su afinidad por 

metales, con este método mejoraron la eficiencia en el codepósito de cobalto y níquel. En 

un trabajo más reciente lograron la codeposición de Ni, Sn y carbono
79

. No solo la 

superficie externa de TMV ha sido funcionalizada, Knez y colaboradores
80

 sintetizaron 

nanopartículas de 3 nm de diámetro en el canal interno de los tubos de TMV. Debido a sus 

grupos funcionales, accesible producción y manipulación genética, el virus del mosaico del 

tabaco se ha convertido en la cápside modelo. Desafortunadamente tiene desventajas, la 

principal es su corta longitud (300 nm) ya que para aplicaciones en electrónicos avanzados 

se requiere de alambres largos (> 1μm) y monodispersos
81,82

.  
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Los tubos de la proteína VP6 representan una opción para la síntesis de nanoalambres, 

cuentan con una longitud de varios micrómetros
83

, tienen una estructura definida, han 

mostrado tienen una alta afinidad por iones metálicos como oro, plata, paladio y platino
84

, y 

además pueden ser producidos a gran escala
85

. Los tubos se ensamblan a partir de la 

proteína estructural VP6 de la cápside de rotavirus, patógeno responsable de gastroenteritis 

aguda. La clasificación de Baltimore ubica los rotavirus como miembros de la familia 

Reoviridae con RNA segmentado de doble cadena. Su cápside tiene una simetría de 

icosaedro y está formada por tres capas proteicas concéntricas, la capa interna está formada 

por 120 copias de la proteína VP2, la capa intermedia consiste de 260 trímeros de VP6, la 

cual está cubierta por la proteína VP7 y 60 picos de la proteína VP4
86

.  

 

La proteína VP6 aislada tiene la capacidad de ensamblarse in vivo e in vitro en nanotubos 

de 75 o 45 nm de diámetro. Parámetros como pH y fuerza iónica determinan el diámetro de 

los tubos, a un pH entre 5.5-7 se obtienen nanotubos de 75 nm, mientras que a un pH 

superior a 7 se obtienen nanotubos de 45
87

.  

 

La proteína VP6 es un trímero donde se distinguen dos dominios: una cabeza y una base. 

Cuando se encuentra ensamblada formando la cápside del rotavirus se encuentra confinada 

interactuando a través de su base con la capa de VP2 y a través de su cabeza con la capa de 

VP7, además interactúan entre ellas por contactos laterales (vea figura 32). A diferencia 

cuando se encuentra ensamblada en forma de tubos solo interactúa a través de contactos 

laterales permitiendo que la cabeza y la base queden accesibles para interactuar con 

nanomateriales
87

.  
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Figura 32. Estructura de rotavirus determinada por criomicoscopía electrónica, las capas 

proteicas se señalan con diferente color (a). Proteína  VP6, en A se muestra la unidad 

biológica, mientras que en B la cabeza en forma de hexágono (b), en color rojo los 

aminoácidos con carga negativa sitios de unión a precursores metálicos. Criomicoscopía 

electrónica y reconstrucción tridimensional de tubos de VP6. Finalmente en (c) se muestra 

una imagen TEM de tubos en hielo (A) y en (B) la reconstrucción de los tubos señala los 

tipos de contactos entre trímeros
86,87

. 

 

Como mencionamos, los tubos de VP6 han sido usados como plantillas para sintetizar 

nanopartículas metálicas, demostrando su afinidad por metales en particular por la plata. En 

general para la síntesis se usan agentes reductores que son ligeramente tóxicos y 

(a) (b) 

(c) 
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contaminantes ambientales
88

. Recientemente, el uso de la luz como agente reductor ha 

surgido como una alternativa ambientalmente amigable. Su empleo surgió a través de la 

imitación de la biomineralización, proceso a través del cual un número de organismos 

pueden sintetizar materiales sólidos en condiciones ambientales (temperatura, presión y 

luz) con un fuerte control sobre su nucleación, tasas de crecimiento y la geometría final (ej. 

Perlas, hueso, silicio, partículas metálicas y magnéticas)
89

. Algunos trabajos han mostrado 

la viabilidad de este método, se ha logrado sintetizar nanopartículas de plata en la superficie 

de levaduras, el bacteriófago M13 y tubos de polímeros
90,26

. En este capítulo considerando 

la afinidad alta de los tubos de VP6 por la plata y motivados por los resultados exitosos del 

uso de luz como reductor, usamos los tubos de VP6 como plantillas para la síntesis de 

nanoalambres de plata usando la luz ambiental como agente reductor.  

 

8.2 Materiales y métodos  

8.2.1 Materiales  

Los tubos de la proteína VP6 (TVP6) fueron amablemente proporcionadas por la Dra. 

Laura Palomares (Instituto de Biotecnología, UNAM, Cuernavaca Morelos). Dentro de las 

varias sales precursoras de plata, se escogió acetato de plata (AgOOCCH3) ya que se sabe 

los iones de acetato se cargan más rápido sobre grandes polímeros con grupos carboxílicos 

a diferencia de los iones de cloruros, nitratos y sulfatos
90

. Además, la tasa de reducción 

acetato de plata es mayor a la de sulfato y nitrato de plata. En todos los experimentos se usó 

agua desionizada (18.2 MΩ.cm) de un sistema de purificación MIillipore.  

 

8.2.2 Síntesis de híbridos AgNPs/ TVP6  

En la síntesis de los híbridos 1 ml de una solución de tubos de VP6 (1 mg/ml) se mezcló 
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con 1 ml de una solución de acetato de plata (1 mM), después se dejó incubar por 24 h a 

temperatura ambiente y en un lugar accesible a luz ambiental. Además se realizaron 

diferentes controles experimentales: i) una muestra como la anterior se cubrió de la luz con 

papel aluminio y se incubo en la oscuridad a temperatura ambiente por 24 h. ii) una muestra 

conteniendo únicamente acetato de plata se incubo por 24 h expuesta a temperatura 

ambiente y luz ambiental. iii) finalmente, una muestra conteniendo TVP6 y acetato de plata 

se incubo por 24 h expuesta a una lámpara de luz blanca.  

 

8.2.3 Caracterización  

Las mediciones de absorbancia se hicieron en un espectrofotómetro Cary 100 UV-vis 

(Varian Inc., Palo Alto, CA). Para el análisis de microscopía electrónica de transmisión las 

muestras se prepararon depositando 5 μl de la muestra en rejillas de cobre cubiertas con 

carbono (Ted Pella), después de 60 s el exceso de solución se eliminó usando papel filtro y 

se dejó secar durante la noche, las muestras se analizaron usando un microscopio TEM 

(JEOL 4000EX). Para el análisis de microscopía de fuerza atómica se depositaron 100 μl de 

las muestras sobre mica, después de 15 min el exceso de muestra se eliminó con papel 

filtro, finalmente las muestras se lavaron con 1000 μl de agua desionizada y se dejaron 

secar en vacío durante 2 h. El análisis de AFM se hizo en modo de contacto intermitente en 

condiciones ambientales, se usaron puntas de silicio y se empleó un microscopio JSPM-

5200 de JEOL, Japón para el análisis.  

 

8.2.4 Cálculos teóricos  

Se realizó el análisis de la interacción entre un cúmulo de cuatro átomos de plata (Ag4) y 

los amino ácidos aspártico (D), glutámico (E) y cisteína (C) usando la teoría del funcional 
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de la densidad (DFT).  Se usó el paquete numérico DMol
3
  implementado en el paquete 

Material Studio Modeling 3.1 de Accelrys, Inc. Los cálculos con DMol
3
 se caracterizan por 

ser  rápidos, precisos y la posibilidad de  realizar cálculos a gran escala. Las optimizaciones 

se llevaron a cabo  con la aproximación  del potencial  del gradiente general (GGA) rPBE 

junto con el conjunto de bases  doble numérico más funciones de polarización en todos los 

átomos (DNP). 

 

Las energías de formación de complejo (ΔE
complex

) de los sistemas, para poder determinar  

su estabilidad con respecto  a las  interacciones aminoácidos/átomos de plata, se calcularon 

usando la aproximación de variación supramolecular: 

 

ΔE
complex 

= E
complex 

– (E
aa

 + E 
Ag

4). 

Además de analizar la interacción con aminoácidos individuales también se probó la 

interacción del cumulo de plata con  péptidos cortos conformados por dos aminoácido con 

afinidad (D, E o C) unidos por una glicina (A).  

 

8.3 Resultados y discusión  

8.3.1 Resultados experimentales 

Como señalamos en la metodología los tubos de VP6 se incubaron con acetato de plata 

durante 24 h, después de este período las muestras se inspeccionaron visualmente. Las 

muestras de TVP6 incubada con acetato de plata expuesta a luz ambiental (TVP6/Ag/luz) 

mostraron un cambio de color, de translúcido a amarillo. En contraste, las muestras de 

tubos de VP6 incubadas con acetato incubadas en obscuridad (TVP6/Ag/oscuridad) 
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permanecieron translúcidas. De forma similar, el acetato de plata solo (Ag/luz) expuesto a 

luz ambiental permaneció sin cambio. Finalmente la muestra de TVP6/Ag incubada bajo 

una lámpara blanca (TVP6/Ag/lámpara) cambio de traslucido a amarillo. El cambio del 

color en las soluciones de TVP6/Ag/luz y TVP6/Ag/lámpara se interpreta como la 

conversión de los iones de plata (AgI) en plata (Ag).  

 

Las muestras se analizaron por UV-vis (vea Figura 33). El espectro de absorbancia de la 

muestra TVP6/Ag/luz (línea roja) mostró dos picos de absorción, uno a 280 nm y el 

segundo a 410 nm. El pico de absorción centrado a 280 nm es referencia del material 

proteico, en tanto que el pico a 410 nm corresponde al efecto de resonancia plasmonica de 

las nanopartículas de plata, además observamos una elevación de la línea base, lo cual es un 

indicativo de que hay una agregación de AgNPs. La muestra de TVP6/Ag/oscuridad (línea 

azul) mostró solamente un pico a 250 nm que resulta del desplazamiento del pico de 280 

nm hasta 250 nm, además hay un incremento en la absorbancia mostrando que hay más 

residuos aromáticos expuestos dentro del ambiente acuoso. Este resultado indica que el 

microambiente de los aminoácidos aromáticos fue alterado y la estructura terciaria de VP6 

fue modificada. Además no se observó el pico de absorción a 410 nm evidenciando la 

ausencia de AgNPs. El espectro del acetato de plata solo expuesto a la luz (Ag/luz) (línea 

morada) no mostró ningún pico de absorción. Los resultados en su conjunto muestran que 

se requiere de la plantilla biológica y la luz ambiental para la formación de nanopartículas, 

ya que en ausencia de uno u otro la formación de las AgNPs no ocurre
90

.  

 

Como se mencionó, la muestra que se mantuvo en oscuridad mostró un desplazamiento 

hacia 250 nm, indicativo de una desnaturalización del material proteico. Lepault y 
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colaboradores
87

 mencionan la proteína VP6 es sensible a cambios en pH y fuerza iónica. 

Una posible explicación a este fenómeno es que la adición de acetato de plata provocó un 

cambio de pH en el ambiente de los tubos, de neutro (pH 7.0) a básico (pH 9.0), por lo 

tanto las muestras estuvieron en un ambiente básico durante un periodo prolongado y es 

bien sabido que las proteínas que son expuestas a ambientes básicos tienden a sufrir 

cambios en su estructura nativa. La razón por la cual los tubos que estuvieron expuestos a 

acetato de plata y luz ambiental, y por tanto también a un ambiente básico, y no se 

desnaturalizaron, es que los iones de plata fueron capturados de la solución y se 

incorporaron en la formación de AgNPs, las cuales cubrieron los tubos y le dieron 

protección a los tubos; es bien sabido que los híbridos son más resistentes a cambio de pH y 

de temperatura que la plantilla sola
91

.  

 

 

Figura 33: Espectros de UV-Vis de nanotubos de VP6 funcionalizados con nanopartículas 

de plata. La línea roja corresponde a los híbridos TVP6/Ag expuestos a luz ambiental, en 

tanto que la línea azul a los híbridos TVP6/Ag que se mantuvieron en oscuridad y 

finalmente la línea morada a la solución de acetato de plata expuesta a luz ambiental.  
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Las imagines TEM del híbrido TVP6/Ag/luz mostraron los tubos de VP6 son cubiertos con 

una película de plata (vea figura 34 (a)). Las arquitecturas resultantes fueron 

nanomateriales 1D con dimensiones homogéneas, diámetros alrededor de 50 nm y 

longitudes superiores a los 700 nm. Tomando en cuenta que el contraste negativo se debe a 

las partículas de plata, los tubos son cubiertos por una película continua, sin embargo la 

densidad fue heterogénea, ya que diversos segmentos se observaron con menor 

contraste/densidad. Debido a factores como el tamaño de las NPs y su gran coalescencia no 

se apreció la frontera entre las NPs (figura 34 (b)). En general los alambres se observaron 

monodispersos. Los patrones de difracción permitieron comprobar la naturaleza cristalina 

de la cubierta, además el análisis EDS confirmo está compuesta por plata (figura 34 (d) y 

(e)). La imagen mostrada en la figura 34 (c) resulta interesante debido a que un número de 

nanoalambres mostraron regiones o segmentos con diámetros reducidos de 30 nm. Los 

tubos de VP6 son estructuras cilíndricas con un diámetro exterior de 45 nm y una cavidad 

interna con un diámetro de alrededor de 30 nm. La concordancia del diámetro reducido de 

los alambres con el diámetro interno de los tubos de VP6 sugiere los tubos son 

alternativamente rellenados con NPs de plata.  
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Figura 34: Imágenes de microscopia de transmisión de híbridos TVP6/Ag expuestos a luz 

ambiental. Las muestras no fueron teñidas, por tanto el contraste observado se debe 

únicamente a las partículas de plata. En (a) y (b) se muestran imágenes de un hibrido y un 

acercamiento respectivamente. En (c) se muestra un hibrido con diferentes grosores. En (d) 

y (e) se muestran el patrón de difracción y análisis elemental obtenidos sobre los híbridos. 

Escala de barras, 100 nm (a) y (c) y 20 nm (b). 

 

Las muestras del hibrido TVP6/Ag/luz se analizaron por microscopia de fuerza atómica 

(vea figura 35). Imágenes de los tubos de VP6 prístinos indican que los tubos pueden 

adquirir empaquetamientos como enrejado (vea figura 35 (a) y (b)), característica que ha 
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sido observada en grandes polímeros 1D. La altura y el diámetro de los tubos de acuerdo su 

sección transversal es de 20 nm y sus diámetros de 80 nm (figura 35 (e)). La altura es corta 

y el diámetro mayor en relación con las dimensiones conocidas por imágenes de TEM y 

criomicroscopía electrónica. Esta divergencia en dimensiones se debe a que las 

biomoléculas son estructuras flexibles y tienden a aplanarse sobre superficies sólidas, 

además los análisis se realizaron en muestras secas, la ausencia de agua afecta su 

tonicidad
92

. Las imágenes de los híbridos (TVP6/Ag/luz) mostraron cambios en relación a 

los tubos prístinos, se observó una reducción en la longitud de los híbridos (< 1 µm), 

además su flexibilidad disminuyo. El análisis de la sección transversal mostro los híbridos 

tienen alturas similares a los tubos prístinos (20 nm), sin embargo tienen un incremento de 

20 nm en su diámetro con respecto a los prístinos, este incremento corrobora la existencia 

de una cubierta sobre los tubos. A diferencia del análisis de TEM, las imágenes de AFM 

permitieron observar la película no es completamente lisa sino con irregularidades en su 

superficie.  
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Figura 35: Imágenes de AFM de híbridos AgNPs/VP6 obtenidos. En (a) y (b) se muestran 

imágenes de tubos de VP6 prístinos, mientras que en (c) y (d) los híbridos obtenidos. En (e) 

y (f) se muestran la sección de transversal de (a) y (c) respectivamente. Escalas de barras 

500 nm (a) y (c) y 200 nm (b) y (d). 

 

Una de las principales aplicaciones de los materiales híbridos es en dispositivos eléctricos, 

por lo cual se analizó la conductividad eléctrica de los nanoalambres generados. Los 

alambres fueron depositados en electrodos de oro fabricados por litografía sobre alúmina 

con una distancia de 3 µm entre cada polo (vea figura 36 (a)). En la gráfica 35 se muestra la 
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corriente contra el voltaje (I-V), los análisis se realizaron en condiciones ambientales (línea 

roja) y en vacío 1x10
-4 

(línea negra). Como muestran las curvas, los nanolambres son 

conductores con un comportamiento óhmico característico de los metales. Sin embargo, 

tomando en consideración nuestras condiciones, el material tiene una resistencia de 1.66 

×10
−4 

(Ω·m), órdenes de magnitud superior a la de la plata en bulto 1.59×10
−8 

(Ω·m).  Estos 

resultados nos indican que hay flujo de electrones, indicando que hay contacto entre los 

nanoalambres  y de estos con los electrodos de oro, pero presentan una resistencia eléctrica 

superior a la de la plata
93

.  

                 

Figura 36: fotografía de electrodo de oro (a) y grafica de corriente (I) contra voltaje (V) de 

nanoalambres de plata (b).  

 

Reportes previos han mostrado la viabilidad del uso en conjunto de plantillas biológicas y 

luz ambiental como reductor para la síntesis de nanopartículas metálicas
90,26

. Estos 

mencionan la reducción de los iones de plata, nucleación y crecimiento de las NPs es 

resultado de un fenómeno cooperativo entre la plantilla biológica y la luz ambiental. En 

nuestro trabajo esta hipótesis se corroboró, ya que en las muestras control en la ausencia de 

luz o en la ausencia de la plantilla la reducción no ocurre. La influencia de la plantilla 

(a) (b) 
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biológica y de la luz ambiental aún permanece sin ser entendidos completamente. Sin 

embargo, es aceptado que las biomoléculas actúan como surfactantes, estabilizan las 

partículas de su aglomeración, controlan la forma, tamaño, y organización de las 

partículas
94

. Su influencia proviene de su habilidad para interactuar con los precursores 

metálicos. La técnica del fago mostrador ha permitido la identificación de varios motivos 

que tienen una gran afinidad por nanopartículas de plata y median su reducción. Los 

motivos son ricos en aminoácidos como tirosina, asparraguina, histidina, acido glutámico y 

aspártico
90,95

.  

 

El análisis de la estructura cristalina de la proteína VP6 disponible en el pdb (1QHD) 

muestra la unidad biológica es un trímero donde se distinguen dos dominios; una cabeza y 

una base (vea figura 37 (a)), la cabeza es la región que forma la superficie externa de los 

tubos y la base queda expuesta hacia la luz del tubo (vea figura 37 (b)). El análisis de la 

secuencia primaria de la región de la cabeza muestra que tiene aminoácidos que forman un 

anillo electro negativo formado por acido glutámico y aspártico, además en el anillo hay 

asparraguinas, histidinas y tirosinas. Esta región probamente es el sitio de unión de los 

iones, posteriormente se transforman e inician su cristalización hasta alcanzar el tamaño de 

nanopartículas, como paso adicional inicia la coalescencia con nanopartículas vecinas para 

formar la cubierta sobre los tubos.  
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Figura 37: (a) Modelo molecular de trímero de la proteína VP6 en orientación ortogonal, 

cada monómero es representado con un color. Del lado derecho se muestran la vista 

superior e inferior del trímero, en ambas los aminoácidos con carga negativa se marcan con 

rojo. (b)  ilustración esquemática de los TVP6 ensamblados. 

 

8.3.1 Resultados teóricos 

Como mencionamos la interface proteínas-nanopartículas de plata es de gran importancia 

en el área biológica como en ciencia materiales
43

. El análisis a nivel atómico de la 

interacción entre aminoácidos y nanopartículas de plata puede ayudar a elucidar el 

fenómeno a mayor escala. La teoría del funcional de la densidad (DFT) es una herramienta 

útil para analizar la interacción entre biomoléculas pequeñas y nanomateriales.  En 

particular se ha empleado para estudiar la formación de complejos nanocúmulos de plata 

con bases nitrogenadas y cadenas cortas
96,97,98

. Desafortunadamente estudios de la 

formación de complejos de nanocúmulos con aminoácidos son escasos
99,100

 y muestran una 

disparidad con los datos experimentales. La mayoría de los trabajos presentan a los 

aminoácidos arginina, lisina e histidina como los que tienen una interacción mayor con la 

plata Ag (I). Varios factores pueden estar favoreciendo estos resultados por ejemplo; los 

modelos no restringen la interacción con la cadena lateral y permiten la interacción con las 

terminales amino y carbonilo, permitiendo un mayor número de contactos. En contraste en 
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los modelos experimentales la interacción se restringe a la cadena lateral ya que las 

proteínas son polipéptidos y las terminales no están accesibles en la mayoría de los casos.   

Tomando esto en consideración se modelo la interacción de los aminoácidos ácidos 

aspártico (D), glutámico (E) y cisteína (C) con un nano cumulo de plata Ag4. Como 

característica particular se probaron varias configuraciones restringidas a las cadenas 

laterales.  Adicionalmente, se modelo la interacción de Ag4 con péptidos cortos de tres 

aminoácidos generados combinando los aminoácidos cisteína, glutámico y aspártico, se uso 

la glicina como aminoácido de unión entre ellos. Las combinaciones resultantes  fueron las 

siguientes: (EAC), (CAE), (DAC) y (CAD).  

 

En la tabla 1 se muestran las propiedades físicas de los complejos, ΔE
complex

 es la energía de 

formación del complejo en kJ.mol, GAP
aa

 es la banda prohibida HOMO/LUMO de los 

aminoácidos (aa) y GAP
Ag

4
-aa

  es la banda prohibida HOMO/LUMO del complejo Ag4-

aminoácidos. Las energías de formación indican que  el complejo glutámico-Ag4 tiene la 

mayor energía de formación.  

 

Tabla 1: energías de formación calculadas para la interacción entre los cúmulos de plata 

Ag4 con aminoácidos solos y con péptidos cortos. La energía de brecha HOMO-LUMO 

para los aminoácidos y los complejos son dadas en electrón volts (eV).  
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Las estructuras finales corroboran que la interacción ocurre con las cadenas laterales de los 

aminoácidos (vea Figura 38 (izquierda)). No se observaron  diferencias significativas 

comparando las distancia entre el cumulo de plata y la cadena lateral de los aminoácidos. 

Uno de los factores que explica la estabilidad del complejo con el ácido glutámico es que 

presenta una mayor reactividad debido a su brecha HOMO/LUMO reducida (4.28 eV). En 

general las energías de brecha HOMO/LUMO de los complejos muestran una reducción  

debido a la interacción con los cúmulos de plata. Además, la forma de los orbitales HOMO 

puede ser usada para probar la existencia de interacciones entre los aminoácidos y los 

cúmulos de plata
101

.  

 

 

Figura 38: Estructuras optimizadas (izquierda) de los complejos consistiendo de los 

cúmulos Ag4 y los aminoácidos glutámico, aspártico y cisteína, figuras (a), (b) y (c) 

respectivamente. Los orbitales HOMO para cada uno de los conjugados (a 0.017 au) se 

muestran en el centro. El potencial electrostático de los complejos se graficó sobre la 

función del orbital HOMO y se muestran a la derecha.  

 

(a) 

(b) 

(c) 
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En la figura 38 (centro) se grafican los orbitales HOMO de los complejos, en estas resulta 

evidente que hay deformaciones en las cadenas laterales y en los cúmulos evidenciando son 

las regiones reactivas para el enlace. Interesante resultan los mapas del potencial 

electrostático, los cuales indican que en todos los casos los cúmulos de plata sufrieron una 

redistribución de carga, resultando en la polarización de los cúmulos (figura 38 (derecha)). 

Este comportamiento es bien conocido para conjugados de nanopartículas y proteínas, ya 

que las proteínas tienden a oxidar las nanopartículas de plata.  

 

La figura 39 (izquierda) muestra las estructuras optimizadas de péptidos cortos formando 

complejos con el cumulo de plata (Ag4). Las energías de formación contrastan con las de 

los aminoácidos solos ya que la energía de formación fue mayor con el aspártico (D). Una 

posible explicación es que al formar parte de los péptidos cortos, se ocasionan 

impedimentos estéricos en las cadenas laterales de los aminoácidos.  Al igual que en los  

aminoácidos solos, los orbitales HOMO de los elementos de los conjugados  mostraron 

distorsiones evidenciando las cadenas laterales de los aminoácidos contribuyen en la 

interacción (figura 39 (centro)).  Los mapas de la energía potencial también indican que los 

cúmulos de plata sufrieron una redistribución de carga, resultando en la polarización de los 

cúmulos (figura 39 (derecha)).  

 

8.4 Conclusión 

En este trabajo presentamos una nueva aproximación para la producción de nanoalambres 

basada en ensambles de la proteína viral VP6. Nuestros resultados muestran los grupos 

funcionales presentes en el ensamble en combinación con luz ambientan facilitan la 

reducción de los iones de plata. Finalmente, se corroboró teóricamente la interacción entre 
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las cadenas laterales de aminoácidos como aspártico, glutámico y cisteína con los cúmulos 

de plata. 

 

               

Figura 39: Estructuras optimizadas (izquierda) de los complejos consistiendo de los 

cúmulos Ag4 y los péptidos cortos EAC, CAE, DAC y CAD, figuras (a), (b), (c) y (d), 

respectivamente. El orbital frontera HOMO para cada uno de los conjugados (a 0.017 au) se 

muestran en el centro. El potencial electrostático de los complejos se graficó sobre la 

función del orbital HOMO y se muestra a la derecha.  

 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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9. Conclusiones generales  

En este trabajo se planteó el uso de estructuras supramoleculares, ensambles de 

arquitecturas globulares como la albumina sérica humana (HSA), estructuras esféricas y 

toroides generadas a partir del virus del mosaico del tabaco (TMV) y tubos ensamblados de 

la proteína viral VP6 de proteínas virales, como plantillas para la producción de 

nanomateriales híbridos.  

  

La albumina sérica humana puede actuar como molécula puente entre nanocúmulos de 

plata y nanotubos de carbono para la fabricación de nanomateriales híbridos 1D. Estos 

materiales híbridos finales resultan tóxicos para glóbulos rojos.  

 

 Las esféricas y toroides obtenidos mediante el tratamiento térmico de la cápside del virus 

del mosaico del tabaco resultaron ser estructuras supramoleculares con arquitectura 

tridimensional definida y constante.  Estas estructuras poseen  cargas negativas en regiones 

accesibles al solvente  que sirven  como centros de  deposición de los precursores 

metálicos, y al adicionar un agente reductor  sirven como sitios de anclaje  y estabilización  

de nanopartículas metálicas. 

  

Los tubos de la proteína VP6 son estructuras supramoleculares con centros de  deposición 

de los precursores metálicos, y al exponerlos a un agente reductor  sirven como sitios de 

anclaje  y estabilización  de nanopartículas metálicas. La funcionalización de los tubos con  

nanopartículas permite la formación de nanoalambres con un comportamiento óhmico. 
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 La utilización de estructuras altamente organizadas permitió la formación de materiales 

híbridos de alta calidad, las plantillas conservaron su macroestructura y la fase inorgánica 

creció a lo largo de las superficies con grupos funcionales con afinidad por iones de plata.  

 

El número de grupos funcionales por área de superficie y la geometría de la plantilla 

definieron el grado de funcionalización y las características de las nanopartículas metálicas.  

 

Los nanomateriales sintetizados  poseen características que los hacen atractivos para 

aplicaciones en diversas áreas: Biomedicina, ciencias de materiales, bioelectrónicos, y 

catálisis, entre otros.  
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