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Resumen 

 

Caracterización fisicoquímica de péptidos sintéticos monoméricos y diméricos 

derivados de la Lactoferricina Bovina con actividad anticancerígena comprobada 

 

Según la OMS el cáncer es una de las causas principales de muerte a nivel mundial, 

presentándose 10 millones de fallecimientos en el 2020. Las terapias para el manejo contra 

el cáncer son agresivas, poco selectivas y producen efectos adversos que afectan la 

calidad de vida del paciente. Esto ha generado la necesidad de desarrollar nuevos 

tratamientos contra el cáncer que sean seguros y eficaces. En la actualidad los péptidos 

han surgido como una alternativa terapéutica para el tratamiento de enfermedades, sin 

embargo, debido a que cada péptido posee propiedades fisicoquímicas únicas, hace que 

su caracterización analítica represente grandes retos, y esto hace que sea una etapa clave 

en el desarrollo de medicamentos. En este trabajo se desarrollaron e implementaron 

metodologías analíticas siguiendo las recomendaciones de las farmacopeas USP y 

europea para caracterizar péptidos utilizando como modelo experimental los péptidos 

anticancerígenos: RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, los cuales se 

consideran promisorios para el desarrollo de un medicamento de amplio espectro contra 

el cáncer.  

Se realizó el escalamiento de la síntesis de los dos péptidos obteniendo tres lotes de 

aproximadamente 10, 50 y 100 mg de péptido puro (Capítulo 1) con el objetivo de 

determinar si el escalamiento del proceso sintético afectaba las propiedades 

fisicoquímicas del fármaco. Se desarrollaron e implementaron metodologías de análisis 

por RP-HPLC (Capítulo 2) y LC-MS (Capítulo 3) para confirmar su identidad. Los métodos 

de RP-HPLC desarrollados pueden ser utilizados para identificar y/o cuantificar péptidos 

con un amplio rango de hidrofobicidad/hidrofilicidad en mezclas complejas o provenientes 

de matrices biológicas. Se empleó espectroscopía RMN para caracterizar ambos péptidos 
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(Capítulo 4), se modelaron sus propiedades fisicoquímicas utilizando herramientas 

bioinformáticas (Capítulo 5). Se desarrolló e implementó un método para determinar el 

contenido de péptido en cada lote empleando IS y evaluándolos a 280nm (Capítulo 6). Se 

identificó y cuantifico los péptidos en el medio de cultivo de la línea celular HeLa (Capítulo 

9). Finalmente, se caracterizó cada péptido por FT-IR y se empleó esta técnica para 

implementar y monitorear el cambio del contraión trifluoroacetato a clorhidrato. (Capítulos 

7 y 8).   

Las metodologías desarrolladas en este trabajo pueden ser aplicadas para la 

caracterización fisicoquímica de péptidos monoméricos o diméricos. Estas metodologías 

son versátiles y de amplia cobertura por lo que se pueden utilizar para caracterizar 

péptidos con diversas propiedades fisicoquímicas. 

Palabras clave: Péptidos Anticancerígenos, Lactoferricina Bovina, Metodologías 

Analíticas, Farmacopea, Caracterización Analítica, Propiedades Fisicoquímicas.  
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Abstract 

 

Physicochemical characterization of monomeric and dimeric synthetic peptides 

derived from Bovine Lactoferricin with proven anticancer activity 

 

According to the WHO cancer is one of the leading causes of death worldwide, with 10 

million deaths in 2020. The therapies for cancer management are aggressive, non-

selective, and produce adverse effects that affect the quality of life of the patient. This has 

generated the need to develop new cancer treatments that are safe and effective. 

Currently, peptides have emerged as a therapeutic alternative for the treatment of 

diseases, however, since each peptide has unique physicochemical properties, its 

analytical characterization represents a great challenge and is a key stage in drug 

development. In this work, analytical methodologies recommended by the USP, and 

European pharmacopeias will be developed and implemented to characterize the 

anticancer peptides: RWQWRWQWR and (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, which are 

considered promising for the development of a broad-spectrum cancer drug. 

The synthesis of the two peptides was scaled up, obtaining three batches of approximately 

10, 50 and 100 mg of pure peptide (Chapter 1) with the objective of determining if the 

scaling up of the synthetic process affected the physicochemical properties of the drug. 

Analytical methodologies by RP-HPLC (Chapter 2) and LC-MS (Chapter 3) were developed 

to confirm their identity. The developed RP-HPLC methods can be used to identify and/or 

quantify peptides with a wide range of hydrophobicity/hydrophilicity in complex mixtures or 

from biological matrices. NMR was used to structurally characterize both peptides (Chapter 

4). Their physicochemical properties were modeled using bioinformatics tools (Chapter 5). 
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A method was developed and implemented to determine the peptide content in the batches 

using IS and evaluating them at 280nm (Chapter 6). Peptides were identified and quantified 

in the culture medium of the HeLa cell line (Chapter 9). Finally, each peptide was 

characterized by FT-IR and this technique was also used to monitor the change of the 

counterion trifluoroacetate to hydrochloride. (Chapters 7 and 8). 

The methodologies developed in this work can be applied for the physicochemical 

characterization of monomeric or dimeric peptides. These methodologies are versatile and 

have a wide coverage, so they can be used to characterize peptides with diverse 

physicochemical properties. 

Keywords: Anticancer Peptides, Bovine Lactoferricin, Analytical Methodologies, 

Pharmacopoeia, Analytical Characterization, Physicochemical Properties. 
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Introducción 

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer es una de las causas 

principales de muerte a nivel mundial, presentándose alrededor de 10 millones de 

fallecimientos en el 20201. En la región de las Américas, el cáncer se ha establecido como 

la segunda causa de muerte, y se estima que alrededor de 4 millones de personas fueron 

diagnosticadas con cáncer, y 1.4 millones murieron por esta enfermedad en el 20202. El 

cáncer es una causa creciente de morbilidad y mortalidad en la mayoría de los países del 

mundo3. Los tratamientos terapéuticos para el manejo contra el cáncer incluyen, 

principalmente, la cirugía, radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia, entre otras4. Estas 

terapias son agresivas, tienen una baja selectividad, son altamente invasivas y suelen 

producir efectos secundarios adversos que afectan la calidad de vida del paciente5, 

disminuyendo su estado físico y psicológico6, lo que suele dificultar el tratamiento, disminuir 

la adherencia al mismo, y de igual manera, suele estar acompañado por casos de 

recurrencia tumoral y resistencia farmacológica.7 

Esta situación ha generado la necesidad de investigar y desarrollar nuevas alternativas 

terapéuticas para el tratamiento contra el cáncer, que no sean invasivos, que presenten 

una alta eficacia y actividad biológica, una elevada especificidad y baja toxicidad. De esta 

forma, los péptidos han surgido como una de las alternativas de intervención terapéutica 

porque imitan los efectos metabólicos naturales, con baja toxicidad y mejor selectividad8. 

Los péptidos muestran un gran potencial terapéutico como fármacos y agentes de 

diagnóstico en varias áreas clínicas como endocrinología, urología, obstetricia, oncología, 

entre otros, y adicionalmente como excipientes funcionales en sistemas de administración 

de fármacos9. En este sentido, se han desarrollado los denominados péptidos 

anticancerígenos (PAC´s), debido a que estas moléculas pueden exhibir mayor eficacia y 

selectividad10. Como resultado de esta selectividad mejorada, se ha encontrado que los 
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péptidos poseen baja toxicidad y una buena penetración tumoral, disminuyendo así los 

posibles efectos secundarios y la toxicidad sistémica.10 11 

En el Grupo de investigación de Síntesis y Aplicación de Moléculas Peptídicas (SAMP) 

hemos trabajado en la síntesis de péptidos con aplicaciones terapéuticas. Específicamente 

el grupo ha venido trabajando con péptidos sintéticos derivados de la Lactoferricina Bovina 

(LfcinB) (17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41), el cual es un péptido que se obtiene 

a partir de la degradación por proteasas de la Lactoferrina Bovina (LfB), la cual es una 

proteína que se encuentra en fluidos biológicos como la leche, lagrimas, etc. Los péptidos 

derivados de LfcinB han presentado actividad antibacteriana, antiviral, antifúngica y 

anticancerígena12, siendo esta última de especial interés puesto que se han reportado 

péptidos con actividad contra diferentes tipos y líneas celulares de cáncer, principalmente 

contra cáncer de mama, cáncer de colon, cáncer de pulmón y líneas celulares derivadas 

del cáncer oral escamoso, entre otros.13 14 

El presente trabajo se encuentra enmarcado dentro del proyecto del Ministerio de Ciencias 

y Tecnología (Minciencias) titulado: “Obtención de un prototipo peptídico promisorio para 

el desarrollo de un medicamento de amplio espectro para el tratamiento del cáncer de 

colon, cuello uterino y próstata”. En este trabajo se busca desarrollar e implementar 

metodologías analíticas para la caracterización de los péptidos anticancerígenos derivados 

de la LfcinB: RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. Estos péptidos serán 

utilizados como modelos puesto que se consideran como moléculas promisorias con 

potencial anticancerígeno, por lo que se pretende sintetizarlos, purificarlos, caracterizarlos 

y cuantificarlos, empleando metodologías analíticas basadas en espectroscopía UV-Visible 

(UV-Vis), espectroscopía infrarrojo (FT-IR), espectroscopía de Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN), y Cromatografía liquida acoplada a un detector de arreglo de diodos (RP-

HPLC-DAD) y Cromatografía liquida acoplada a un detector de masas con fuente de 

ionización ESI (LC-MS/ESI).
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Marco teórico 

 

• Antecedentes 

o El cáncer como una problemática de salud pública 

El cáncer comprende un conjunto de enfermedades causadas por la proliferación 

descontrolada de células en el organismo que no se pueden regular de manera eficaz15. 

La OMS ha estimado que la incidencia mundial de cáncer sería de más de 30 millones de 

casos nuevos por año para 20402. En la actualidad, las principales estrategias terapéuticas 

para el cáncer incluyen cirugía, radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia, entre otras 

dependiendo de la naturaleza del cáncer y el estadio en el que se encuentre4. Aunque 

estas terapias han aumentado la tasa de supervivencia y reducido la recurrencia de 

distintas neoplasias, el cáncer sigue siendo una problemática de salud pública en todo el 

mundo y su incidencia sigue en aumento. Adicionalmente, estos tratamientos 

convencionales producen efectos adversos significativos, que afectan la calidad de vida y 

dificultan la adherencia de los pacientes a estas terapias. 7 16 

Por lo anterior, en la actualidad es imperativo identificar, desarrollar y caracterizar nuevas 

estrategias terapéuticas para el tratamiento contra el cáncer que no afecten de forma 

significativa la calidad de vida de los pacientes7. Idealmente, una terapia contra el cáncer 

debe destruir el tumor maligno sin afectar las células sanas del organismo4. 

Recientemente, los péptidos han surgido como alternativas novedosas para diversas 

aplicaciones terapéuticas y de diagnóstico, proporcionando nuevas oportunidades para la 

modulación de diversas dianas farmacológicas17, debido a su capacidad para establecer 

diferentes puntos de contacto con su diana terapéutica, y así generar interacciones 

específicas que aumenten la selectividad y efectividad del tratamiento, y disminuyan los 

efectos adversos.7 
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o Péptidos como agentes terapéuticos 

En comparación con otros grupos de moléculas, los péptidos representan una categoría 

única de sustancias, principalmente por sus propiedades fisicoquímicas, bioquímicas y 

terapéuticas. No obstante, y por esta misma razón, su desarrollo y consolidación como 

medicamentos aprobados plantea desafíos únicos9. El primer agente terapéutico de 

carácter peptídico en la historia que recibió aprobación para su uso en la clínica ha sido la 

hormona insulina, un péptido de 51 residuos de aminoácidos (AA), aprobado en el año 

192318. Desde su aprobación, el uso de péptidos como agentes terapéuticos y de 

diagnóstico ha aumentado y se ha expandido de forma progresiva; en el año 2020 se 

aprobaron 100 fármacos peptídicos por diferentes agencias regulatorias (Figura 1).17 

 

Figura 1. Número de péptidos aprobados como agentes terapéuticos y de diagnóstico 

por agencias regulatorias internacionales por año. Tomado de D’Aloisio et al.17 

Recientemente los péptidos sintéticos han tenido mayor acogida por el potencial que tienen 

como agentes farmacéuticos, terapéuticos y de diagnóstico. Nuevas estrategias de 

obtención han permitido modular y optimizar sus propiedades farmacocinéticas y 

farmacológicas, en donde la incorporación de aminoácidos no naturales, la dimerización 

y/o la conjugación con moléculas no peptídicas, han permitido mejorar la solubilidad, 

estabilidad y especificidad de estas moléculas.19 

Se ha investigado el potencial de los péptidos para ser utilizados en el tratamiento de 

diversas patologías. En la actualidad, las áreas de mayor concentración para el desarrollo 

de péptidos como medicamentos son las relacionadas con enfermedades que conciernen 

con el metabolismo, enfermedades oncológicas y enfermedades cardiovasculares, las 

cuales son áreas de gran interés para la industria farmacéutica.20 
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o Péptidos anticancerígenos (PAC´s) 

Los péptidos anticancerígenos (PAC´s) son péptidos pequeños bioactivos (usualmente 

contienen entre 10 y 100 aminoácidos), que se caracterizan por ejercer efectos selectivos 

y tóxicos sobre las células cancerosas16 21. Los PAC´s son estructuralmente similares a los 

péptidos antimicrobianos (PAM´s), donde se ha encontrado que muchas de estas 

moléculas presentan ambos tipos de actividad. Aunque los PAM´s se han desarrollado 

principalmente como alternativas para combatir enfermedades infecciosas, su uso como 

PAC´s en la terapia del cáncer, ya sea de forma individual o en combinación con otros 

fármacos, se ha considerado como una estrategia terapéutica prometedora.16 22 

Varios estudios han demostrado que estos péptidos presentan una amplia variedad de 

mecanismos de acción. Los PAC´s pueden clasificarse como péptidos dirigidos 

molecularmente, que pueden actuar directamente sobre la célula cancerosa específica, o 

como péptidos de unión (también denominados péptidos dirigidos al cáncer o péptidos de 

penetración celular), que no tienen propiedades anticancerígenas, pero que si pueden 

reconocer y penetrar la membrana de la célula cancerosa, los cuales pueden ser utilizados 

como sondas de diagnóstico o como “carriers” para el transporte dirigido de fármacos 

anticancerígenos.4 16 

Diversas investigaciones han revelado que los PAC´s tienen alta hidrofobicidad y carga 

neta positiva, actuando selectivamente sobre células cancerosas al interactuar con los 

componentes de la membrana celular. Por otra parte, algunos PAC´s (como por ejemplo 

se ha reportado para algunos péptidos derivados de LfcinB) activan la vía de apoptosis 

mitocondrial para mediar la muerte de las células cancerosas16 23. Debido a su mecanismo 

de acción único, los PAC´s tienen ventajas sobre los tratamientos convencionales, 

principalmente en su alta selectividad, alta penetración, a la baja probabilidad de generar 

resistencia, que incrementan la inhibición de la proliferación de células tumorales, la 

migración y la angiogénesis tumoral.4 

o Péptidos derivados de Lactoferricina Bovina (LfcinB) 

El péptido derivado de Lactoferrina Bovina (LfB) más estudiado es la Lactoferricina Bovina 

(LfcinB)24. La LfcinB (17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41) es un péptido catiónico 

generado naturalmente por la hidrólisis en la región N-terminal de LfB mediada por pepsina 

gástrica25 26. La naturaleza multifuncional de LfcinB ha convertido a este péptido en un 
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objetivo de alta importancia para la investigación y el desarrollo de nuevos fármacos27. Se 

ha demostrado que la LfcinB presenta mayor actividad antibacteriana que la LfB y las 

Lfcin´s obtenidas de otros mamíferos.28 

La LfcinB presenta actividad antibacteriana, antifúngica, antiparasitaria, antiviral, entre 

otras27. El motivo mínimo de actividad de LfcinB se ha identificado como la secuencia 

20RRWQWR25 29 30. Además, la LfcinB ha mostrado una prometedora actividad antitumoral 

en diferentes líneas celulares cancerosas.25 31 32 33 

Barragán-Cárdenas et al reportaron previamente la viabilidad sintética y la actividad 

citotóxica frente a líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB-231 y MCF-7) del péptido 

linear palindrómico RWQWRWQWR. Adicionalmente, este péptido no mostró un efecto 

citotóxico significativo contra las células no cancerígenas (MCF-12, células epiteliales 

mamarias bovinas, fibroblastos), lo cual junto con el nulo efecto hemolítico confirmo su 

selectividad. Por lo anterior esta molécula es considerada promisoria como candidato 

peptídico para el desarrollo de un agente terapéutico para el tratamiento contra el cáncer 

de mama.31 

El péptido dimérico LfcinB (20-30)2: (20RRWQWRMKKLG30)2-K-Ahx, y una serie de 

análogos modificados en la posición 26 (26[M]) por aminoácidos con diferente polaridad, 

fueron sintetizados, caracterizados por Cromatografía Liquida (RP-HPLC) y 

Espectrometría de Masas (MALDI-TOF), y se evaluó su actividad citotóxica frente a las 

líneas celulares derivadas de cáncer de mama HTB-132 y MCF-7. Dos péptidos diméricos, 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx y (RRWQWRLKKLG)2-K-Ahx mostraron los mejores 

resultados como mayor efecto citotóxico, selectividad y viabilidad sintética respecto al 

péptido original. Adicionalmente, mediante citometría de flujo se encontró que el efecto 

citotóxico del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx en las células MCF-7 no compromete la 

integridad de la membrana citoplasmática y ejerce su efecto citotóxico principalmente a 

través de eventos apoptóticos.33 

Los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, junto con análogos 

monoméricos y diméricos, fueron sintetizados y caracterizados por RP-HPLC y 

espectrometría de masas MALDI-TOF, y se evaluó su actividad anticancerígena frente a 

líneas celulares de cáncer de colon (CaCo-2 y HCT-116). Adicionalmente, la selectividad 

fue evaluada al establecer el efecto citotóxico de estos péptidos frente a fibroblastos y 

células HEK-293 y Eritrocitos. Los resultados mostraron una importante actividad citotóxica 
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de los péptidos frente a las líneas celulares de cáncer de colon, lo cual confirma su estatus 

como candidatos prometedores para el desarrollo de medicamentos para el tratamiento 

contra diferentes neoplasias.34 

o Métodos de caracterización y estrategias de control de péptidos 
sintéticos 

El campo de las moléculas peptídicas y sus aplicaciones en la terapéutica está creciendo 

y evolucionando rápidamente35. Durante el desarrollo de productos farmacéuticos 

peptídicos, los objetivos de la caracterización de las moléculas incluyen como mínimo la 

confirmación de la identidad del péptido, establecer la pureza y elucidar sus propiedades 

fisicoquímicas (peso molecular, estado físico, aspecto, solubilidad, entre otros)9. Si bien en 

la actualidad no existe una guía explícita relacionada con la caracterización de productos 

farmacéuticos peptídicos con actividad terapéutica, este incremento en el número de 

fármacos de naturaleza peptídica aprobados en los últimos años ha generado la necesidad 

de desarrollar e implementar metodologías analíticas que permitan solventar los desafíos 

intrínsecos en el estudio de péptidos con actividad terapéutica, y que permitan caracterizar 

de forma completa estas moléculas. 

Las monografías farmacopeicas como la farmacopea de Estados Unidos (United States 

Pharmacopeia, USP), se emplean como guías para el control en proceso, identificación de 

impurezas y confirmación de la identidad del péptido. Sin embargo, estas monografías se 

han establecido para ingredientes farmacéuticos activos (API por sus siglas en ingles), y 

la naturaleza compleja de los péptidos hace que la aplicación de estas monografías no sea 

suficiente para la caracterización completa de estas moléculas, o que el enfoque en los 

ensayos varíe de acuerdo con la guía empleada (Figura 2).9 

Las pautas del Consejo Internacional de Armonización (ICH, por sus siglas en inglés) y de 

la Administración de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas 

en inglés), establecen un acercamiento hacia las especificaciones y los ensayos que se 

deben establecer para este grupo de moléculas peptídicas. No obstante, varias de estas 

guías difieren entre sí, o no han sido aceptadas por todos los entes regulatorios, 

probablemente por esta misma diversidad estructural, fisicoquímica y farmacológica de los 

péptidos, y esta situación hace que la caracterización de moléculas peptídicas tenga 

desafíos derivados de una falta de regulación y terminología unificada, que conduce a 
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vacíos en la información, o a confusiones y malinterpretación de los datos reportados en 

la literatura.36 37 38 

 

Figura 2. Técnicas y metodologías recomendadas por las farmacopeas de Estados 

Unidos (USP) y de Europa (EP) para la caracterización de péptidos. Tomado de Vergote 

et al.9 

De manera general, los atributos de calidad y los criterios de aceptación de los productos 

farmacéuticos se clasifican en tres (3) subdivisiones: i) pruebas para establecer la identidad 

del producto (identificación), ii) pruebas para detectar y caracterizar impurezas, y iii) 

pruebas para evaluar la concentración o potencia del activo9. Las metodologías en la 

sección de identificación no pretenden caracterizar en su totalidad al péptido, sino que 

buscan proporcionar un método suficiente para confirmar la identidad de la molécula. La 

sección ii) consiste en metodologías específicas que permitan caracterizar propiedades 

fisicoquímicas, determinar impurezas y solventes residuales, relacionados con el proceso 

de manufactura. Finalmente, la tercera subdivisión (iii) incluye un método único y específico 

que permita determinar el contenido de la molécula peptídica de interés.9 

A partir de esto, se puede asumir que la caracterización de péptidos comprende una 

batería completa de procedimientos y metodologías analíticas apropiadas, las cuales 

incluyen pruebas de identidad estructural, ensayos de actividad biológica, pureza e 

impurezas, análisis elemental, análisis mediante cromatografía líquida y espectrometría de 

masas en tándem, análisis espectral de resonancia magnética nuclear en 1D y 2D, análisis 

espectroscópico en la región de infrarrojo y ultravioleta-visible, entre muchos otros.9 



9 

Finalmente, en el contexto de los PAC´s la caracterización de sus propiedades 

fisicoquímicas específicas, como por ejemplo la hidrofobicidad, es un parámetro esencial 

para confirmar la actividad terapéutica de la molécula. Se ha informado que los péptidos 

con mayor hidrofobicidad pueden penetrar en el núcleo hidrofóbico de la membrana de la 

célula cancerosa, lo que resulta en la lisis de las células cancerosas y en la muerte celular. 

Además de las propiedades fisicoquímicas, la estructura secundaria de los péptidos es 

importante en la interacción con la superficie celular, como la orientación del péptido que 

puede mejorar la interacción específica con la membrana de la célula cancerosa.39 

• Justificación del problema 

El cáncer se posiciona como la segunda causa de muerte en el mundo, y se ha proyectado 

que en los próximos 10 años habrán alrededor de 23 millones de casos de cáncer por año. 

La necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento contra el 

cáncer, que tengan una elevada eficacia y selectividad, y que no afecten de forma 

significativa la calidad de vida de los pacientes, ha establecido a los PAC´s como una 

importante alternativa farmacológica para el tratamiento de enfermedades neoplásicas, 

principalmente por su alta selectividad, elevada eficacia y su baja probabilidad de generar 

resistencia. 

En la actualidad el uso de péptidos como agentes terapéuticos y de diagnóstico ha 

aumentado de forma progresiva, llegando a alcanzar el numero de 100 fármacos 

peptídicos aprobados únicamente para el año 2020. Estos dos factores han resaltado la 

necesidad de desarrollar e implementar métodos analíticos modernos para la 

caracterización de estas moléculas peptídicas. 

La caracterización de péptidos es una etapa crucial en el diseño y desarrollo de estas 

moléculas, ya que permite identificar las propiedades de este, con el fin de establecer 

criterios de aceptación, atributos y especificaciones de calidad y características de 

seguridad, estabilidad y eficacia terapéutica del fármaco. Desde un punto de vista 

farmacéutico, el desarrollo de péptidos como agentes terapéuticos trae consigo desafíos 

únicos consistentes con las propiedades y características únicas de este grupo de 

moléculas. 

En este trabajo se caracterizaron los péptidos anticancerígenos derivados de la LfcinB: 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, mediante el desarrollo y la implementación 
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de metodologías analíticas. El proceso de caracterización se realizó de acuerdo con los 

ensayos y métodos establecidos por Swietlow et al (Tabla 1), y sus respectivos capítulos 

farmacopeicos40, y su enfoque se estableció de acuerdo con el proceso de síntesis y 

obtención de los modelos peptídicos, y a los parámetros críticos que se requieren evaluar 

para la caracterización completa de cada uno de los péptidos.  

Tabla 1. Ejemplos de ensayos y métodos de evaluación para la caracterización y el 

control de calidad de péptidos. Adaptado de Swietlow et al.40 

Evaluación Método Comentarios 

Definición (características) 

Apariencia 
Inspección visual 

EP 5.11 
Descripción cualitativa del péptido. 

Identificación y Cuantificación 

Estructura química - 
Secuencia en código de 3 letras; Estructura en 

ChemDraw. 

(U)HPLC 
USP <621> 

EP 2.2.46 
Uno o más métodos demostrando especificidad. 

(HR)MS 
USP <736> 

EP 2.2.43 

Diferencia entre la masa monoisotópica y la 

masa teórica de 20ppm o menos. 

Secuenciación MS-MS 
USP <736> 

EP 2.2.43 

Se requiere un protocolo que defina la cobertura 

mínima de la secuencia. 

Espectroscopía RMN 
USP <761> 

EP 2.2.33, 2.2.64 

Necesario para demostrar la estructura (p. ej. 1H, 

2D 1H TOCSY, 2D 1H NOESY, etc.). 

Espectroscopía IR 
USP <197, 851> 

EP 2.2.24 

Limitado uso debido a interferencias por 

vibraciones de agua y del contraión. 

Estructuras de orden 

superior (HOS) 

FT-IR, RMN, Dicroísmo circular 

EP 2.2.41 
Información de estructura secundaria o terciaria. 

Impurezas 

Impurezas relacionadas 

con el péptido 

USP <1086> 

EP 2.2.46 

Método que demuestre la separación del péptido 

con sus impurezas. 

Solventes residuales 
USP <467> 

EP 2.2.28, 2.4.24 

Teniendo en cuenta todos los solventes 

utilizados en el proceso de manufactura. 

TFA residual USP <503.1> 
Se requiere solo si se usa TFA en el proceso de 

manufactura. 

Ensayos específicos 

Contenido del contraión 
USP <503, 503.1, 1065> 

EP 2.5.34, 2.2.20 

Acetatos y TFA por RP-HPLC.  

Clorhidrato por titulación argentométrica. 
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Teniendo en cuenta lo anterior, los métodos analíticos desarrollados tienen como objetivo 

la identificación y caracterización inequívoca de cada uno de los péptidos, establecer la 

cantidad de péptido y en identificar y caracterizar el mayor número posible de impurezas 

presentes en los dos modelos peptídicos.  

Brevemente, el capítulo 1 consistió en obtener tres lotes de 10, 50 y 100 mg de los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, por el método de síntesis de péptidos en 

fase sólida y la estrategia Fmoc/tBu (SPPS-Fmoc/tBu por sus siglas en inglés). 

Los capítulos 2-5, consistieron en el diseño, desarrollo e implementación de técnicas 

analíticas y metodologías para la identificación y caracterización de los dos modelos 

peptídicos.  El capítulo 2 consistió en el desarrollo de un método cromatográfico por RP-

HPLC para el análisis de péptidos; el capítulo 3 comprende el análisis de los péptidos por 

Espectrometría de Masas de Alta Resolución (HRMS) (caracterización en cuanto al peso 

molecular y la secuenciación de los péptidos); el capítulo 4 está enfocado en el análisis por 

RMN; y finalmente el capítulo 5 consiste en modelar y analizar cada péptido utilizando 

herramientas y modelos bioinformáticos.  

Por último, el trabajo se enfocó en determinar el contenido de cada péptido en el lote de 

100 mg. De forma concreta, el capítulo 6 está relacionado con establecer el contenido 

especifico de los péptidos empleando un método de RP-HPLC con detección a 280 nm. 

Posteriormente se desarrolló un método por FT-IR con el fin de determinar el contenido del 

contraión (TFA-) de cada péptido (capitulo 7) y realizar el intercambio y monitoreo de este 

contraión por uno que sea más inocuo y que sea aceptado por agencias regulatorias 

internacionales (ion clorhidrato) (capitulo 8); finalmente, en el capítulo 9 se cuantifico cada 

péptido proveniente de una matriz compleja, como es el medio de cultivo de crecimiento 

de la línea celular HeLa.   
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Hipótesis  

 

El desarrollo e implementación de metodologías analíticas permiten la caracterización 

fisicoquímica de péptidos anticancerígenos monoméricos y diméricos derivados de 

Lactoferricina Bovina (LfcinB). 
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Objetivos 

 

Objetivo General 

Caracterizar fisicoquímicamente prototipos peptídicos monoméricos y diméricos derivados 

de Lactoferricina Bovina (LfcinB), utilizando metodologías analíticas recomendadas por 

agencias regulatorias internacionales. 

 

Objetivos Específicos 

• Implementar metodologías analíticas basadas en cromatografía líquida y en 

espectrometría de masas (HPLC-DAD, LC-MS/MS) para evaluar y caracterizar de 

forma cuali-cuantitativa los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-

Ahx. 

• Caracterizar estructuralmente los péptidos derivados de Lactoferricina Bovina 

(LfcinB) RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, mediante el uso de 

espectroscopía infrarroja y resonancia magnética nuclear (1D y 2D). 

• Desarrollar un método analítico mediante cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS), para determinar la 

concentración de los péptidos en el sobrenadante del medio de cultivo de línea 

celular HeLa. 
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1. Capítulo 1: Obtención de los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-

Ahx 

1.1 Síntesis química de los péptidos RWQWRWQWR y 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx: Síntesis de Péptidos en Fase Solida 

mediante la estrategia Fmoc/tBu (SPPS-Fmoc/tBu) 

La síntesis de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx se realizó 

mediante la metodología manual de Síntesis de Péptidos en Fase Sólida (SPPS por sus 

siglas en ingles), utilizando la estrategia Fmoc/tBu implementada en nuestro grupo de 

investigación (Grupo SAMP)41. Los esquemas de las síntesis de ambos péptidos se 

encuentran representados en las Figuras 3 y 4 respectivamente. Brevemente, la síntesis 

involucro cuatro pasos generales: 

• Paso i): Inicialmente, se utilizó resina Rink Amida (sustitución 0,46 meq/g) (0,15 g, 

0,5 g y 1g de resina para los lotes de 10 mg, 50 mg y 100 mg respectivamente), la 

cual fue acondicionada por tratamiento con N,N-dimetilformamida (DMF) por un 

periodo de 24 horas.  

• Paso ii): Remoción del grupo 9-Fluoroenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), la cual se 

realizó en medio básico empleando piperidina al 5% en DMF, tres veces durante 

15 minutos a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, la resina-péptido se lavó 

con DMF (x2), Isopropanol (IPA) (x3), Diclorometano (DCM) (x2) con el fin de 

eliminar la piperidina remanente. El control de la reacción de remoción del grupo 

protector Fmoc se realizó mediante test de Kaiser para garantizar la presencia de 

grupos -NH2 libres en la resina.  

• Paso iii): Incorporación del Fmoc-aminoácido al soporte sólido. En este caso, se 

pre-activaron los Fmoc-aminoácidos disolviendo el Fmoc-
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AA/Diciclohexilcarbodimida (DCC)/6-Clorohidroxibenzotriazol (6-Cl-HOBt) (1:1:1 

equivalentes y 5 excesos con respecto a la sustitución de la resina para el péptido 

monomérico, y 10 excesos para el péptido dimérico), en DMF. La mezcla de 

reacción se dejó en agitación por 5 minutos a TA. Luego, esta mezcla de reacción 

fue adicionada a la resina previamente desprotegida, y se dejó reaccionar con 

agitación constante por 24 horas a TA. Posteriormente, se filtró la mezcla de 

reacción y la resina-péptido fue lavada utilizando DMF (x2), IPA (x1), DCM (x3), y 

el monitoreo de esta reacción se realizó mediante la prueba de Kaiser.  

• Paso iv): Desprotección de los grupos protectores de las cadenas laterales y 

separación del péptido del soporte solido (resina). Este proceso se realizó tratando 

la resina-péptido previamente secada con éter etílico (EE), luego fue tratada con 

una solución de ácido trifluoroacético (TFA)/agua/Triisopropilsilano 

(TIS)/Etanoditiol (EDT) (92,5/2,5/2,5/2,5%, v/v), durante 8 horas con agitación 

constante a TA. Luego, la mezcla de reacción fue filtrada y la solución fue tratada 

con 5 volúmenes de EE para precipitar el péptido. La solución fue centrifugada y el 

sobrenadante eliminado. El sólido fue lavado con EE (x5) y finalmente se dejó 

secando a TA. Este producto solido se va a denominar péptido crudo. 

 

Figura 3. Esquema de la síntesis del péptido RWQWRWQWR mediante la metodología 

SPPS-Fmoc/tBu. i) Acondicionamiento de la resina Rink amida; ii) Desprotección de la 

resina Rink amida; iii) Acoplamiento de la Fmoc-Arg(Pbf)OH a la resina; iv) Remoción de 

los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y separación del 

péptido de la resina. 
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Aunque el proceso de síntesis fue similar para ambos péptidos, la metodología de SPPS 

para la obtención de un péptido dimérico presenta particularidades que es importante 

resaltar, especialmente lo que corresponde a los Fmoc-aminoácidos Fmoc-Lys(Fmoc)-OH 

(lisina di-Fmoc) y Fmoc-Ahx-OH los cuales son esenciales para la obtención del motivo 

dimérico de interés. Por una parte, la lisina di-Fmoc la cual contiene un grupo Fmoc 

protegiendo el grupo α-amino y otro grupo Fmoc protegiendo el grupo ε-amino de la cadena 

lateral, permite la síntesis simultanea de las dos cadenas peptídicas. Una vez este 

aminoácido es anclado a la cadena peptídica creciente, se remueven los grupos Fmoc 

dejando libre los grupos amino; grupo α-amino y grupo ε-amino, los cuales permitirán 

anclar el siguiente Fmoc-AA en ambos grupos aminos mediante el enlace amida. Por otro 

lado, la inclusión del ácido 6-aminohexanoico (Ahx) cumple el papel de espaciador 

hidrofóbico, que busca prevenir el impedimento estérico y así favorecer el crecimiento de 

la cadena peptídica y la obtención de buenos rendimientos en la síntesis.42 

 

Figura 4. Esquema de la síntesis del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx mediante la 

metodología SPPS-Fmoc/tBu. i) Acondicionamiento de la resina Rink amida; ii) 

Desprotección de la resina Rink amida; iii) Acoplamiento del Fmoc-Ahx a la resina; iv) 

Remoción de los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos y 

separación del péptido de la resina. En color rojo se encuentra la Fmoc-Lys(Fmoc)-OH y 

en color verde el Fmoc-Ahx-OH. 
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1.2 Purificación de los lotes de los péptidos RWQWRWQWR y 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx mediante Extracción en Fase Solida (SPE) 

Los péptidos crudos se purificaron empleando la metodología de SPE en Fase Reversa 

(RP-SPE), en columnas SupelcleanTM (5 g, 45 μm, 60 Å, SPE C18), de acuerdo con el 

protocolo reportado previamente por Insuasty et al.43 (Figura 5). Una adaptación del 

método se describe a continuación: los péptidos crudos se disolvieron en agua – TFA 

0,05% (Solvente A) y se cargaron en las columnas de RP-SPE previamente activadas de 

acuerdo con las recomendaciones del proveedor. Posteriormente, a partir del tiempo de 

retención (tR) determinado por análisis cromatográfico por Cromatografía Líquida de Alta 

Eficiencia en Fase Reversa (RP-HPLC), y haciendo uso de la ecuación [1] se determinó la 

concentración de acetonitrilo (ACN) - TFA 0,05% (Solvente B) en la fase móvil, requerido 

para la elución del péptido.  

Mediante la ecuación [2] se corrigió el tR y se diseñó, para cada uno de los péptidos, un 

programa de elución por gradiente en donde el solvente B se incrementó paulatinamente 

hasta eluir por completo el péptido de interés (Anexo A - Programas de elución para la 

purificación de los péptidos por RP-SPE). Finalmente, las fracciones se analizaron por RP-

HPLC y aquellas fracciones que contenían el péptido puro fueron reunidas y liofilizadas.  

%𝑩𝒆 = 𝒕´𝑹 × (
∆𝑩

𝒕𝑮
) + %𝑩𝒊             [𝟏] 

 

𝒕´𝑹 = 𝒕𝑹 − (𝒕𝒊 + 𝒕𝟎 + 𝒕𝑫)                [𝟐] 

 

Donde, el %Be es el % de solvente B en la fase móvil, t´R es el tiempo de retención corregido 

al tomar en cuenta el tiempo de retención experimental (tR), el tiempo de delay (ti), el tiempo 

muerto (t0), y el tiempo de equilibrio (tD), ∆B es el delta de variación del %B en el gradiente, 

tG es el tiempo de duración del gradiente, y %Bi es el % inicial del solvente B en la fase 

móvil en el gradiente. 
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Figura 5. Esquema general de una columna de RP-SPE para la purificación de péptidos 

sintéticos. Tomado de Insuasty et al.43 

El trabajo involucró la síntesis de 3 lotes de los dos péptidos, lotes de 10, 50 y 100mg 

respectivamente, con el fin de establecer la viabilidad sintética y explorar preliminarmente 

las condiciones de escalamiento en la obtención del péptido monomérico RWQWRWQWR 

y del péptido dimérico (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. Para la síntesis de los lotes se empleó 

la metodología de Síntesis de Péptidos en Fase Solida (SPPS) utilizando la estrategia 

Fmoc/tBu (Figuras 3 y 4).  

Los resultados de la síntesis mostraron que la metodología fue adecuada para la obtención 

del péptido lineal y del péptido dimérico en sus tres respectivos lotes. El producto final de 

la síntesis (péptido crudo) en cada caso fue monitoreado por RP-HPLC-DAD. Las purezas 

cromatográficas respectivas para los dos péptidos crudos fueron de 83% para el péptido 

lineal y 70% para el péptido dimérico (Figuras 6a y 7a), mientras que las purezas 

cromatográficas posterior a la purificación por RP-SPE fue de 92% para el péptido 

RWQWRWQWR y 89% para el péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx (Figuras 6b y 7b 

respectivamente). Los resultados de pureza y cantidad de péptido puro obtenido para cada 

molécula en sus tres respectivos lotes se encuentran descritos en la Tabla 2.   



22 

 

 
Figura 6. Purificación del péptido RWQWRWQWR realizada por RP-SPE para obtener el 

lote de 148,62 mg. a) Perfil cromatográfico del péptido crudo. b) Perfil cromatográfico del 

péptido purificado. 
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Figura 7. Purificación del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx realizada por RP-SPE para 

obtener el lote de 95,15 mg. a) Perfil cromatográfico del péptido crudo. b) Perfil 

cromatográfico del péptido purificado. 

Tabla 2. Cantidad de producto obtenido después de la síntesis de los tres lotes de los 

péptidos modelo RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

Péptido 

Lote 1 (10 mg) Lote 2 (50 mg) Lote 3 (100 mg) 

Cantidad producto 

final (mg) 
Pureza (%) 

Cantidad producto 

final (mg) 
Pureza (%) 

Cantidad producto 

final (mg) 
Pureza (%) 

RWQWRWQWR 15,13 96 51,02 91 148,62 92 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 12,77 87 49,45 85 95,15 89 

 

Los lotes obtenidos de 10mg se emplearon para el desarrollo y la optimización del método 

cromatográfico por RP-HPLC-DAD (capítulo 2). Posteriormente, los lotes de 50mg y 100mg 
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se utilizaron para el desarrollo preliminar y la implementación de las metodologías de 

análisis por LC-MS, RMN y FT-IR ATR, con el fin de evaluar y caracterizar de forma cuali-

cuantitativa cada modelo peptídico y sus respectivas impurezas. La cantidad obtenida en 

los tres lotes del péptido monomérico purificado fue superior al estimado inicialmente; 

15,13 mg (lote de 10 mg), 51,02 mg (lote de 50 mg) y 148,62 mg (lote de 100 mg). Mientras 

que para el péptido dimérico las cantidades de los lotes mayores fueron levemente 

inferiores a la cantidad estimada; 12,77 mg (lote de 10 mg), 49,45 mg (lote de 50 mg) y 

95,15 mg (lote de 100 mg). Los resultados de este capítulo están enmarcados en el 

cumplimiento de los objetivos específicos 1, 2 y 3 de este trabajo.  

2. Capítulo 2: Caracterización por 

Cromatografía Liquida (RP-HPLC-DAD) 

2.1 Desarrollo de un método por RP-HPLC para el análisis de péptidos 

En la literatura se han reportado diversos métodos para analizar péptidos por RP-HPLC, 

sin embargo, estos métodos suelen involucrar largos tiempos de análisis44, por lo que en 

este trabajo se diseñó, desarrollo e implemento métodos de análisis de péptidos por RP-

HPLC que involucran tiempos cortos de análisis, y que simultáneamente permitieron 

analizar mezclas de péptidos que posean diferentes propiedades fisicoquímicas. Esto 

permitió implementar un método cromatográfico versátil, con bajo tiempo de análisis y por 

lo tanto menor consumo de solventes y tiempo de uso del cromatógrafo.   

Para los péptidos, los métodos cromatográficos se suelen diseñar y optimizar en función 

de la experiencia previa del investigador y del analito a analizar44. Sin embargo, esta 

estrategia consume mucho tiempo y recursos, lo que no es deseable. El primer paso en la 

caracterización cromatográfica consiste en el desarrollo y la optimización de un método a 

partir de otro previamente detallado. El diseño, implementación y transferencia de un 

método cromatográfico es un proceso complejo que requiere la consideración de factores 
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tales como las propiedades fisicoquímicas de los péptidos (estructura primaria, solubilidad, 

peso molecular, longitud, hidrofobicidad, punto isoeléctrico, etc.), propiedades de la 

columna (tecnología de la fase estacionaria, tamaño de partícula, diámetro y porosidad, 

tipo de sílice, etc.), naturaleza de la fase estacionaria (C4, C8, C18, fenilo, cianuro, etc.), 

sistema de elución (isocrático, gradiente lineal, gradiente segmentado, etc.) , composición 

de la fase móvil (agua/ACN, agua/MeOH, buffer, etc.), tipo de contraión (TFA, ácido fórmico 

(FA), etc.), detección (longitud de onda, tipo de detector, etc.), temperatura y volumen de 

inyección, entre otros.45 

A partir de esta información se establecieron 3 etapas claves que se evaluaron para definir 

el método cromatográfico más adecuado para el análisis cualitativo de los dos modelos 

peptídicos. Se deben establecer las propiedades fisicoquímicas relevantes de los analitos, 

caracterizar y seleccionar la fase estacionaria que se pretende emplear y 

determinar/optimizar los parámetros cromatográficos para el análisis por RP-HPLC.  

La primera etapa fue evaluar las diferentes fases estacionarias y así definir la columna 

cromatográfica con la mayor eficiencia para el análisis de los péptidos. Una de las 

herramientas que se emplea para evaluar la eficiencia de columnas cromatográficas es la 

aplicación del modelo de van Deemter, la cual permite establecer los factores que influyen 

sobre el proceso cromatográfico que ocurre en el desplazamiento del analito a lo largo de 

la columna cromatográfica46. La ecuación de van Deemter relaciona los parámetros que 

influyen en el ensanchamiento del pico cromatográfico y su explicación se encuentra 

descrito en el subcapítulo 5.1.1. Esta ecuación permite calcular el flujo óptimo de análisis 

al cual se obtiene el menor valor de altura de plato teórico, y este concepto se empleó para 

caracterizar las tres columnas cromatográficas, que contienen diferentes tecnologías de 

fase estacionaria, y a partir de esto seleccionar aquella con mayor eficiencia en el análisis 

de los péptidos por RP-HPLC.  

Después de escoger la columna cromatográfica, se procedió a optimizar el método 

cromatográfico previamente reportado por el grupo SAMP, el cual utiliza la elución por 

gradiente. Aunque el desarrollo y la optimización de métodos cromatográficos con elución 

por gradiente siguen un similar procedimiento al desarrollo de un método con elución 

isocrática, sin embargo, tienen diferencias sobre todo en el concepto del factor de retención 

en el gradiente (k*). El desarrollo y optimización se basa en modificar secuencialmente los 
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parámetros que afectan k*, hasta alcanzar el método deseado. Las siguientes etapas son 

sugeridas para el desarrollo y la optimización de un método cromatográfico: 

1) A partir de un método cromatográfico desarrollado previamente42 se realizó la 

optimización del método cambiando los parámetros de la ecuación k* (ecuación 

[4]). En caso de no lograr la optimización completa del método se procede con las 

etapas 2, 3 y/o 4.  

2) Variación de la columna, que en ciertos casos puede ser una alternativa favorable, 

especialmente porque en la actualidad las tecnologías de las columnas por RP-

HPLC han evolucionado favorablemente.  

3) Cambio de la composición de la fase móvil, lo cual no es deseable para la 

evaluación de péptidos, puesto que utilizar otros solventes puede afectar 

considerablemente la solubilidad de los péptidos.  

4) Modificación en la temperatura, lo que puede ser un inconveniente porque requiere 

el uso de un equipo que contenga horno y, adicionalmente, requiere que el analito 

no sea termolábil.  

5) Luego de definir las condiciones de análisis más favorables, se optimiza el método 

variando k*. 

 

En este trabajo se mejoró el método previamente descrito por el grupo SAMP, utilizando 

la columna empacada Eclipse XDB-C18 modificando los parámetros de la ecuación [4]. Se 

evidenció que se resolvieron los componentes de la mezcla compleja y se resolvió el par 

crítico. Sin embargo, no fue posible optimizar el método en cuanto a la reducción del tiempo 

de análisis ya que implicaba trabajar a mayores flujos que 1 mL/min, lo que implicaba altas 

presiones del sistema al utilizar esta columna. Lo anterior conllevo a transferir el método a 

otra columna, la cual fue seleccionada a partir del modelo de van Deemter (Columna 

Monolítica Chromolith RP-18e). Manteniendo constante el factor de retención en el 

gradiente (k*) pero modificando los factores de la ecuación [4] fue posible reducir los 

tiempos de análisis conservando la resolución del par critico constante. Además, mediante 

este procedimiento fue posible identificar la presencia de analitos irregulares en una 

muestra debido al cambio de la selectividad.47 

La ecuación del factor de retención en el gradiente y su explicación se encuentra descrita 

en el subcapítulo 5.1.2. La muestra analizada consistió en una mezcla compleja de 6 
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péptidos sintéticos, los cuales difieren en sus propiedades fisicoquímicas, que fueron 

donados por el grupo de investigación SAMP, cuya síntesis química se realizó mediante 

SPPS-Fmoc/tBu y su purificación mediante RP-SPE, como se describe en el capítulo 1.  

El desarrollo del método cromatográfico se realizó empleando dos equipos con Detector 

de Arreglo de Diodos (DAD): Thermo Ultimate 3000 HPLC y HPLC Hitachi Primaide™ 

(Figura 8). El uso de los dos equipos pretende establecer parámetros críticos en la 

transferencia del método cromatográfico optimizado, y adicionalmente permitiría evaluar 

de manera preliminar la repetibilidad y precisión intermedia de esta metodología. El método 

fue desarrollado y optimizado en el equipo HPLC Thermo Ultimate 3000 y posteriormente 

fue transferido al equipo HPLC Hitachi Primaide™. 

 
Figura 8. Equipos de cromatografía empleados para el análisis de los péptidos sintéticos. 

a) HPLC Thermo Ultimate 3000. b) HPLC Hitachi Primaide™. 

2.1.1 Caracterización y selección de columnas 

En RP-HPLC, el proceso cromatográfico para la separación de los analitos (péptidos), está 

mediada por fenómenos de partición y/o adsorción, en los que los grupos hidrofílicos 

interactúan principalmente con la fase móvil y los grupos hidrofóbicos de las cadenas 

laterales del péptido interactúan con la fase estacionaria mediante interacciones 

hidrofóbicas.48 

En la actualidad, existe una amplia variedad de columnas cromatográficas disponibles en 

el mercado, siendo su caracterización una etapa clave en el desarrollo de métodos 

cromatográficos. La eficiencia de las columnas está relacionada con las propiedades de la 

fase estacionaria, la aplicación del modelo de van Deemter conducirá a un mejor 

conocimiento de los procesos involucrados en la separación de los analitos.   

a) b)
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La caracterización de las columnas Sunshell C18, Eclipse XDB-C18 y Chromolith RP 18e 

se realizó mediante dos aproximaciones:  

i) Comparación de cada columna en la base de datos que se encuentra en la 

plataforma HPLC Columns (https://www.hplccolumns.org) (Tabla 3), base de 

datos que fue construida mediante el Modelo de Sustracción Hidrofóbico 

(Hydrophobic Subtraction Model, HSM) para caracterizar y clasificar más de 

700 columnas de RP-HPLC (ecuación 3). 

 

𝑭𝑺 = √(𝒘𝑯(𝑯𝟐 − 𝑯𝟏))
𝟐

+ (𝑾𝑺
∗ (𝑺𝟐

∗ − 𝑺𝟏
∗ ))

𝟐
+ (𝑾𝑨(𝑨𝟐 − 𝑨𝟏))

𝟐
+ (𝑾𝑩(𝑩𝟐 − 𝑩𝟏))

𝟐
+ (𝑾𝑪𝟐.𝟖

(𝑪𝟐.𝟖𝟐
− 𝑪𝟐.𝟖𝟏
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𝟐

  [𝟑 

 

= √(𝟏𝟐, 𝟓 ∗ (𝑯𝟐 − 𝑯𝟏))
𝟐

+ (𝟏𝟎𝟎 ∗  (𝑺𝟐
∗ − 𝑺𝟏

∗ ))
𝟐

+ (𝟑𝟎 ∗ (𝑨𝟐 − 𝑨𝟏))
𝟐

+ (𝟏𝟒𝟑 ∗ (𝑩𝟐 − 𝑩𝟏))
𝟐

+ (𝟖𝟑 ∗ (𝑪𝟐.𝟖𝟐
− 𝑪𝟐.𝟖𝟏

))
𝟐

   [𝟑] 

 

A partir del valor del factor de similaridad (Fs) es posible establecer la 

similaridad o diferencia de las columnas entre sí, lo cual permite inferir si la 

transferencia del método de una columna a otra no altera significativamente el 

perfil cromatográfico.  

El termino H corresponde a la hidrofobicidad, el termino S* a la resistencia de 

la fase estacionaria a la penetración de una molécula de soluto, A y B 

corresponden a la acidez y basicidad del enlace de hidrogeno de la fase 

respectivamente, y C es una medida de la interacción de la fase con moléculas 

de soluto ionizado a pH 2,8 y 7,0. Los factores que anteceden a cada uno de 

estos términos (wH, W*S, WA, WB, WC2.8) indican que tan grande es el efecto de 

este parámetro. Debido a que todas las columnas evaluadas son columnas RP-

HPLC funcionalizadas con grupos C18, era de esperarse que en el parámetro 

de hidrofobicidad tuvieran valores similares.  

ii) Ecuación de van Deemter (ecuación 4), la cual se emplea para determinar los 

parámetros y las condiciones óptimas requeridos para alcanzar la máxima 

eficiencia del sistema cromatográfico, el cual depende principalmente de la 

columna cromatográfica, el flujo de la fase móvil y las propiedades 

fisicoquímicas del analito de interés.  
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Tabla 3. Características y parámetros relevantes de la fase estacionaria de las 3 

columnas empleadas, obtenidos de la plataforma https://hplccolumns.org).  

Columna Sunshell C18 Eclipse XDB-C18 Chromolith RP-18e 

Longitud (mm)  100 150 100 

Tamaño de poro (Å)  90.0 80.0 130 

Tamaño de partícula (μm)  2.60 5.00 - 

Diámetro interno (mm) 4.6 4.6 4.6 

H  1.09 1.07 0.99 

S*  0.028 0.02 0.019 

A  −0.12 −0.06 0.017 

B  −0.056  −0.03 −0.001 

C (2,8)  −0.43 0.05 0.21 

C (7,0)  −0.84 0.08 0.28 

Fs Fse = 40,1  Fsc = 53,9  Fss = 40,1  Fsc = 14,1 Fss = 53,9 Fse = 14,1 

Descripción/Clasificación Core−Shell  Empacada Monolítica 

*Donde: 

Fss = corresponde al valor de Fs al comparar la respectiva columna con la columna Sunshell C18. 

Fse = corresponde al valor de Fs al comparar la respectiva columna con la columna Eclipse XDB-C18.  

Fsc = corresponde al valor de Fs al comparar la respectiva columna con la columna Chromolith RP-18e.  

Previamente se ha descrito que como los péptidos son analitos complejos, por lo que la 

interacción con la fase estacionaria (y por lo tanto su separación) será principalmente 

mediada por la interacción hidrofóbica, pero no exclusivamente por este parámetro49. Por 

esta razón, la caracterización de las columnas mediante el Modelo de Sustracción 

Hidrofóbica permitió establecer las diferencias de las tecnologías de cada fase 

estacionaria, y como difiere cada columna en relación con el tamaño de poro, el efecto 

estérico, la acidez, basicidad, y la capacidad de intercambio iónico. El Fs brinda 

información acerca de las similitudes o diferencias de las columnas y se complementa con 

la información obtenida aplicando el modelo de van Deemter (ecuación [4]).  

𝑯 = 𝑨 +
𝑩

𝝁
+ 𝑪𝝁                                      [𝟒] 

 

La ecuación de van Deemter permite calcular H (altura del plato teórico equivalente; Height 

Equivalent Theoretical Plate, H.E.T.P.), el cual se relaciona con el ensanchamiento de la 

banda causada por el proceso cromatográfico en la columna. El termino A corresponde a 

la contribución al ensanchamiento de la banda causada por la difusión de Eddy, que 

depende del tamaño de partícula y de la naturaleza de la fase estacionaria. El segundo 

termino B/µ (µ que es el flujo lineal) corresponde a la contribución del ensanchamiento de 

banda causada por la difusión longitudinal del analito dentro de la columna, y el termino Cµ 
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corresponde a la contribución al ensanchamiento de la banda causado por la resistencia a 

la transferencia de masa desde la fase móvil a la fase estacionaria y viceversa.50 

Para el ensayo de van Deemter se emplearon las columnas con diferentes tecnologías de 

fase estacionaria: Columna Core-Shell (Sunshell C18), columna empacada (Eclipse XDB-

C18), y la columna monolítica (Chromolith RP-18e) (Tabla 3). El equipo HPLC Thermo 

Ultimate 3000 fue utilizado para desarrollar los ensayos por van Deemter.  

Los analitos que se emplearon para evaluar la eficiencia de las tres columnas fueron i) el 

péptido RRWQWR (PM = 984,55 g/mol), que corresponde al motivo mínimo de actividad 

de la Lactoferricina Bovina, y ii) el péptido dimérico (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx (PM = 

3341,97 g/mol). De esta forma, se estableció el efecto que tiene el tamaño del analito sobre 

el desempeño de cada columna.  

Para obtener experimentalmente la curva de van Deemter, se preparó una solución que 

contenía NaNO3 (3,00 mg/mL), el péptido RRWQWR (0,67 mg/mL) y el péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx (0,72 mg/mL) usando la fase móvil solvente A: solvente B 

82:18 v/v, sistema de elución isocrática, la longitud de onda de 210 nm y volumen de 

inyección 10 µL. Se realizaron corridas cromatográficas sucesivas variando el flujo de 0,02 

a 4 ml/min. Con los datos obtenidos se calcularon los valores de los términos A, B y C de 

la ecuación de van Deemter, se establecieron los valores de flujo optimo (Uopt) y la altura 

mínima de plato teórico (Hmin) (Tabla 4 y Figura 9).  

Tabla 4. Resultados del modelo de van Deemter para la determinación de la eficiencia de 

las 3 columnas cromatográficas.  

Péptido Parámetro Sunshell C18 Eclipse XDB-C18 Chromolith RP-18e 

RRWQWR 

A (mm) 0.14 0.24 0.043 

B (mm / s) 0.0011 0.20 0.049 

C (mm x s) 2.0 x 10-4 1.2 x 10-4 4.1 x 10-5 

Uopt (mm /s) 2.74 40.59 34.74 

Hmin (mm) 0.14 0.25 0.046 

R2* 0.97 0.95 0.96 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

A (mm) 0.24 0.32 0.053 

B (mm / s) 0.901 0.0087 1.71 

C (mm x s) 0.0019 0.002 0.0036 

Uopt (mm /s) 0.24 6.24 68.88 

Hmin (mm) 0.32 0.34 0.10 

R2* 0.99 0.97 0.95 

*Coeficiente de correlación de Pearson, calculado entre los valores experimentales y el modelo teórico. 
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Figura 9. Modelo de van Deemter para los peptidos RRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-

Ahx. Verde: Columna Core-Shell Sunshell C18 (Cuadrados); Azul: Columna empacada 

Eclipse XDB-C18 (Triángulos); Rojo: Columna Chromolith RP-18e (Círculos). 

Las gráficas de van Deemter (Figura 9) mostraron que la columna que presento la mayor 

eficiencia (menor valor de Hmin) para los dos péptidos correspondió a la columna Chromolith 

RP-18e. Además, se observa que el incremento del flujo no afecta significativamente el 

valor de Hmin indicando que se puede trabajar en un amplio rango de flujos sin afectar 

significativamente la eficiencia, lo cual favorece el desarrollo del método. Adicionalmente, 

es importante mencionar que las tres columnas presentaron una mayor eficiencia para el 

péptido monomérico en comparación con el péptido dimérico. Es posible que para el caso 

de la molécula dimérica, al tener dos cadenas idénticas pueda favorecerse la agregación 

del péptido, por lo que la interacción con la fase estacionaria puede ser más compleja, lo 

cual puede incrementar el ensanchamiento de banda causado principalmente por la 

resistencia a la transferencia de masa. Esto sugiere que, el aumento del tamaño y de la 

polivalencia de la cadena peptídica puede afectar los parámetros A, B y C de la ecuación 

de van Deemter.  

A partir de estos resultados se seleccionó la columna Chromolith RP-18e para desarrollar 

y optimizar el método de análisis por RP-HPLC.  

2.1.2 Optimización del método de análisis por RP-HPLC – Ecuación del 

factor de retención en la elución por gradiente (k*) 

La optimización de un método pretende mejorar los parámetros cromatográficos del 

mismo, con el objetivo de obtener metodologías adecuadas para lo que se pretende 

evaluar, que requieran un bajo tiempo de análisis, un bajo consumo de solvente y que sean 
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costo-efectivas.  Para la optimización del método se utilizó como muestra una mezcla de 

6 péptidos sintéticos con diferentes propiedades fisicoquímicas (Tabla 5), esto con el fin 

de garantizar que el método fuera efectivo para analizar péptidos con diferentes 

propiedades fisicoquímicas, de diferente naturaleza, tamaño y complejidad. Se disolvió 

cada péptido (1 mg/mL) en el solvente A y se tomó una alícuota de cada péptido y se 

mezcló para alcanzar una concentración final de 0,2 mg/mL Las secuencias de los seis 

péptidos, y sus propiedades fisicoquímicas (obtenidas de la plataforma ADMETLab), se 

encuentran descritas en la Tabla 5. Para mayor facilidad los péptidos se nombrarán de 

acuerdo con el código que presentan en la Tabla 5.  

Tabla 5. Propiedades fisicoquímicas establecidas con la plataforma ADMETLab de los 

seis péptidos sintéticos utilizados para optimizar el método de análisis por RP-HPLC. 

Secuencia Código Peso Molecular (g/mol) S SAscore Log S Log P 

RRWQWR 1 985.55 7,84 5.15 −0.35 0.25 

(RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 2 3341.97 14,45 9.42 1.69 5.01 

KQNLAEG 3 757.41 6,88 4.36 1.25 −1.09 

RRWQWRFKKLG 4 1558.91 9,87 6.59 0.22 3.88 

RRWQWRWQWR 5 1641.87 10,13 6.76 −0.81 2.96 

RWQW-Dip-WQWR 6 1552.76 9,85 6.52 −0.56 5.60 

 

Los parámetros seleccionados para la caracterización fisicoquímica en la plataforma 

ADMETLab de cada péptido fueron: el peso molecular (PM), el valor SAscore que consiste 

en una puntuación de la facilidad de obtención de la molécula por vías sintéticas, el valor 

de solubilidad acuosa (Log S) y el coeficiente de distribución de n-octanol/agua (Log P). 

Los parámetros de peso molecular y SAscore dan información sobre el tamaño y la forma 

de la molécula, los cuales están relacionados con la conformación y complejidad 

estructural. Por otra parte, los parámetros de LogS y LogP dan información sobre las 

propiedades de hidrofobicidad e hidrofilicidad de cada péptido.  

La mezcla contenía cinco péptidos monoméricos y un péptido dimérico; el rango de peso 

molecular de los péptidos fue entre 757,41 y 3341,97 g/mol. Además, el rango de SAscore 

estuvo entre 4,36 y 9,42, lo que indica la amplia variabilidad en la complejidad de las 

moléculas y su facilidad/dificultad de síntesis. Un ejemplo de esto se observa para el 

péptido dimérico 2 cuyo valor SAscore es 9,42, mientras que para su análogo monomérico 

4, el valor es 6,59, indicando la mayor dificultad sintética para el péptido dimérico.  
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Adicionalmente, los péptidos 2 y 6 contienen los aminoácidos no naturales Ahx y 

Difenilalanina (Dip), respectivamente, que confieren hidrofobicidad a estas secuencias. Los 

valores log S y log P de los seis péptidos indican que estas moléculas tienen diferencias 

significativas en sus propiedades hidrofóbicas e hidrofílicas. Por ejemplo, el péptido 1 tiene 

el valor de hidrofobicidad más bajo (P = 0,08 g/L), mientras que el péptido 6 tiene el valor 

de hidrofobicidad más alto (P = 395461 g/L), siendo la diferencia en el valor P de estos dos 

péptidos de 6 órdenes de magnitud.  

Como método cromatográfico de partida se utilizó el método reportado por el grupo de 

investigación SAMP42 (Método I), y a partir de este método se procedió a desarrollar y 

optimizar el método analítico empleando un equipo HPLC convencional. La optimización 

de los métodos se realizó utilizando la ecuación (5) del factor de retención en el gradiente:47 

𝒌∗ =
(𝟎. 𝟖𝟕)(𝒕𝑮)(𝑭)

(𝑽𝒎)(∆𝝋)(𝑺)
                                               [𝟓] 

 

Donde, el tG es el tiempo del gradiente del método cromatográfico (expresado en minutos), 

F es el flujo (expresado en mL/min), Vm es el volumen muerto de la columna (expresado 

en mL), Δφ es el rango de gradiente correspondiente al %B de la fase móvil, y S es un 

valor constante que depende del peso molecular del analito. 

Los parámetros cromatográficos del Método I fueron H2O-TFA al 0,05 % (Solvente A) y 

ACN-TFA al 0,05 % (Solvente B). El programa de elución consistió en un gradiente lineal 

de 5 a 70 %B en 45 min, flujo 1 mL/min, longitud de onda 210 nm, temperatura ambiente. 

Este método ha mostrado buenos resultados para el análisis de péptidos, sin embargo, el 

tiempo de análisis es largo (70 minutos), lo que involucra mayor consumo de solventes y 

un mayor tiempo de uso del equipo, lo cual aumenta significativamente los costos del 

análisis. Por esta razón se buscó la reducción del tiempo de análisis manteniendo o 

mejorando la resolución del par critico (Rs ≥ 1,5). El equipo HPLC utilizado fue el equipo 

Thermo Ultimate 3000. Mediante la modificación de los parámetros de la ecuación 5 como 

son el tG, F y Δφ se realizaron seis corridas cromatográficas, buscando optimizar el tiempo 

de análisis y manteniendo o mejorando la resolución (Tabla 6 y Figura 10).  
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Figura 10. Perfiles cromatográficos de los métodos desarrollados para el análisis de la 

mezcla compleja. La señal de cada péptido esta nombrada de acuerdo con la Tabla 4. 

Las letras I-V corresponden a los métodos descritos en la Tabla 6. 

Tabla 6. Métodos desarrollados empleando la ecuación del factor de elución en el 

gradiente (k*).  

Columna Método ∆φ F (mL/min) tG (min) tG*F RS
* Presión (bar) 

Eclipse XDB-C18 
I 

0.65 
1 45 45 1.47 144 

IIA 1 30 

30 

1.48 144 

Chromolith RP-18e 

IIB 

0.43 

1 30 1.46 48 

III 2 15 1.46 74 

IV 3 10 1.49 110 

V 5 6 1.44 183 
* Resolución (RS) calculada para el par crítico, correspondiente a los péptidos 2 y 5 de la Tabla 5. 

I II A

II B III

IV V
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El análisis de la mezcla fue realizado replicando las condiciones reportadas por León-

Clavijo et al42, utilizando la columna empacada Eclipse XDB-C18 (Figura 10.I). El perfil 

cromatográfico muestra seis picos, que corresponden a los seis péptidos de la mezcla 

compleja, y es posible evidenciar que el par crítico corresponde a los péptidos 2 y 5, con 

una Rs de 1,47. El perfil cromatográfico muestra que después de los 30 minutos de análisis 

no se observaron señales, por lo que el siguiente paso fue modificar los parámetros de la 

ecuación (5) con el fin de reducir el tiempo de análisis.  

Al comparar los perfiles cromatográficos de los métodos I y IIA, se observa que los péptidos 

se resuelven en forma similar, siendo la resolución del par crítico casi idénticos para ambos 

métodos. Luego, se pretendió incrementar el flujo, sin embargo, no fue posible utilizar la 

columna Eclipse XDB-C18, porque esta columna solo permite trabajar con flujos bajos ya 

que cuando el flujo fue de 1 mL/min (métodos I y IIA) se obtuvo una presión de 144 bar 

(2088 psi) y el equipo empleado trabaja con presiones de hasta 200 bar sin comprometer 

el funcionamiento del equipo. 

Teniendo en cuenta esto, se realizó la transferencia del método IIA a la columna Chromolith 

RP-18e, que presento el mejor desempeño en el modelo de van Deemter y que permite 

trabajar a flujos más altos sin exceder los límites de presión de un equipo HPLC 

convencional. Al comparar los métodos IIA y IIB se observa que los perfiles 

cromatográficos son muy similares, pero en el método IIA la presión se redujo 

considerablemente lo que permitió modificar el producto tG*F de la ecuación (4). 

Posteriormente, fue posible aumentar paulatinamente el flujo, disminuir los tiempos de 

análisis y mantener en todos los casos una resolución adecuada del par critico (métodos 

IIB – V). 

El flujo se incrementó de 1 mL/min hasta 5 mL/min, cambiando tG proporcionalmente, de 

forma que k* permaneciera constante. Esto permitió disminuir los tiempos de análisis de 

70 minutos (Método I) a 15, 10 y 6 minutos (Método III, IV y V respectivamente). Los 

métodos III, IV y V se consideran los métodos optimizados ya que poseen el menor tiempo 

de análisis, con la Rs del par crítico de 1,46, 1,49 y 1,44 respectivamente. Para obtener 

una resolución completa de dos picos cromatográficos la USP recomienda que este valor 

sea cercano o mayor a 1,5 por lo que estos 3 métodos serian apropiados para resolver 

todos los analitos de la mezcla compleja. Se selecciono el método III para los demás 
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ensayos debido a que la presión del sistema fue de 74 bar, siendo un valor aceptable para 

los dos equipos HPLC utilizados. 

Adicionalmente, es importante resaltar que no fue necesario modificar la temperatura 

durante la optimización del método cromatográfico, lo cual es ventajoso para facilitar la 

implementación y transferencia de este método a diferentes equipos de HPLC y UHPLC. 

El método III desarrollado en este capítulo se empleó en la caracterización de los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. Cualquier modificación que se realizó a 

este método cromatográfico es detallada en los capítulos correspondientes.    

2.2 Evaluación del Sistema de Idoneidad 

Los ensayos del Sistema de Idoneidad (System Suitability Test - SST) son realizados para 

verificar que el sistema cromatográfico es adecuado para el análisis que se pretende 

realizar. Estos ensayos están basados en el concepto de que el equipo, el componente 

electrónico, las operaciones analíticas, y las muestras analizadas constituyen un sistema 

integral, y en que este sistema se puede evaluar como tal. En este sentido, factores como 

la fase móvil (composición, pH, fuerza iónica, flujo), la fase estacionaria (naturaleza de la 

fase estacionaria, dimensiones de la columna, temperatura, presión), el detector (volumen 

de la celda, tipo de lampara, etc.), entre otros, pueden influenciar el desempeño de un 

método cromatográfico y por lo tanto deben ser adecuadamente evaluados.  

Para la determinación del SST se disolvió cada péptido (1 mg/mL) en solvente A y se 

analizaron por RP-HPLC-DAD. El método cromatográfico que se empleó para el SST 

correspondió al método III, y los análisis se realizaron en el equipo Hitachi Primaide™. La 

evaluación del SST se realizó siguiendo los lineamientos establecidos por la farmacopea 

USP en el capítulo <621> Cromatografía. Específicamente, se establecieron como 

parámetros de control del SST el tiempo de retención (tR) de cada péptido y su respectiva 

área, realizando 5 repeticiones para cada ensayo. La USP exige que la desviación 

estándar relativa (%RSD) para 5 inyecciones sea menor al 2% (calculado mediante la 

ecuación 6).  

%𝑹𝑺𝑫 =  
𝟏𝟎𝟎

𝑿̅
(

∑ (𝑿𝒊 − 𝑿̅)𝑵
𝒊=𝟏

𝟐

𝑵 − 𝟏
)

𝟏/𝟐

                         [𝟔] 
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Donde 𝑋̅ corresponde a la media de la muestra, y el valor de (
∑ (𝑋𝑖−𝑋̅)𝑁

𝑖=1

2

𝑁−1
)

1/2

hace referencia 

a la desviación estándar.   

Los resultados se encuentran en la Tabla 7, donde los valores de %RSD fueron 

ligeramente mayores para el péptido dimérico, probablemente porque este analito presento 

menor eficiencia en la columna Chromolith RP-18e que el péptido monomérico. Los 

resultados del SST para ambos péptidos muestran que el método cromatográfico cumple 

con los requerimientos farmacopeicos establecidos y, por lo tanto, se confirma que las 

condiciones del sistema cromatográfico son adecuadas y óptimas para el análisis de los 

dos péptidos (Tabla 7).  

Tabla 7. Parámetros estadísticos y datos de las repeticiones de los ensayos del Sistema 

de Idoneidad del método III por RP-HPLC-DAD para los péptidos RWQWRWQWR y 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

Ensayos del Sistema de Idoneidad (SST) 

LfcinB (21-25)pal: RWQWRWQWR 26[F] LfcinB (20-30)2: (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

Ensayo tR (min) Área Ensayo tR (min) Área 

1 10.44 34174780 1 9.38 18271484 

2 10.43 34230942 2 9.33 18540157 

3 10.43 34171312 3 9.37 18355882 

4 10.42 34084747 4 9.38 18343950 

5 10.42 34445969 5 9.38 18299688 

Promedio (X) 10.43 34221550 Promedio (X) 9.37 18362232 

% RSD 0.09 0.40 % RSD 0.22 0.57 

 

Los resultados obtenidos para el desarrollo y optimización del método y la caracterización 

cromatográfica de los péptidos están enmarcados en el cumplimiento de los objetivos 

específicos 1 y 3 de este trabajo. 
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3. Capítulo 3: Análisis por Espectrometría de 

Masas (LC-MS) 

La metodología de Cromatografía Liquida acoplada a Espectrometría de Masas (LC-MS) 

se utilizó con la finalidad de confirmar la masa y la secuencia de aminoácidos de los 

péptidos. Los análisis se realizaron empleando un equipo de Masas de Alta Resolución 

(HRMS) Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ de la empresa Thermo Scientific™ 

(Figura 11) en modo LC-MS. El esquema general y los detalles instrumentales se 

encuentran en la Figura 12.  

 
Figura 11. Espectrómetro de masas Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™ 

empleado para el análisis de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

 

Figura 12. Esquema del arreglo instrumental del espectrómetro de masas Q Exactive™ 

Hybrid Quadrupole-Orbitrap™. Adaptado de Michalski et al.51 
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Este capítulo se dividió en dos secciones: El capítulo 6.1 consiste en el desarrollo de un 

método de análisis por LC-MS/ESI para determinar la masa exacta y confirmar el peso 

molecular de cada modelo peptídico, y para identificar los posibles fragmentos que 

permitan la caracterización inequívoca de cada molécula. El método de análisis y las 

condiciones instrumentales se resumen en la Tabla 8. El capítulo 6.2 muestra el desarrollo 

de la metodología por Espectrometría de Masas en Tándem (MS/MS) para confirmar la 

secuencia de aminoácidos de los péptidos utilizando el análisis de los fragmentos de cada 

molécula. Las condiciones del método se encuentran descritas en el capítulo 6.2.  

Tabla 8. Condiciones cromatográficas y del espectrómetro de masas para el análisis de 

los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

Parámetros del método LC-MS 

LC MS 

Equipo Thermo Scientific Vanquish UHPLC Modo de ionización ESI modo positivo (+) 

Columna Kinetex 1,7 µm C18 100 Å Modo de adquisición Full MS 

Temperatura TA Rango de masas 200-3000 

Fase móvil A Agua – FA 0.1% AGC Target 1e6 

Fase móvil B ACN – FA 0.1% Temperatura Cap. (ºC) 320 

Δφ (%B) 45 (5-50%) Voltaje ESI (kV) 3,50 

Tiempo de análisis 8 minutos S-Lens 100,0 

Flujo (mL/min) 0,250 Resolución 140.000 

3.1 Análisis por LC-MS de los péptidos RWQWRWQWR y 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

Los dos péptidos se analizaron por LC-MS empleando un equipo Q Exactive™ Hybrid 

Quadrupole-Orbitrap™. Los espectros de masas obtenidos para los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx se encuentran en las Figuras 13 y 14 

respectivamente. Las ecuaciones 7-10 se utilizaron para realizar los cálculos de la masa 

del ion molecular a partir de las especies monoprotonadas o multicargadas de la molécula 

(Tabla 9).  

𝒛𝟏 =
𝟏 𝑫𝒂

𝒎𝟐 − 𝒎𝟏
                                                                [𝟕] 

 

𝑴 = (𝒎𝟏 × 𝒛𝟏) − (𝒎𝑯𝒊𝒅𝒓𝒐𝒈𝒆𝒏𝒐 × 𝒛𝟏)                      [𝟖] 

 

∆(𝒎 𝒛⁄ ) = 𝒎 𝒛𝒆𝒙𝒑𝒆𝒓𝒊𝒎𝒆𝒏𝒕𝒂𝒍⁄ − 𝒎 𝒛𝒄𝒂𝒍𝒄𝒖𝒍𝒂𝒅𝒐          [𝟗]⁄  
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𝜹 𝒎 𝒎⁄ = ∆ (𝒎 𝒛⁄ ) (𝒎 𝒛⁄ )                                          [𝟏𝟎]⁄  

 

Donde M corresponde a la masa del ion molecular, Z1 es la carga del ion, m1 y m2 son las 

masas de la distribución isotópica, ∆(m/z) es la exactitud de la masa dada como error 

absoluto, y δm/m es la exactitud de la masa dada como error relativo (en partes por millón 

(ppm)).52 

En los espectros de masas se observan señales correspondientes a cada péptido con 

cargas múltiples (péptido multiprotonado). El rango de masa que se trabajó en el método 

de LC-MS fue entre 200-3000 uma. Se observaron señales mayoritarias correspondientes 

a las especies de [M+H]+, [M+2H]2+, y [M+3H]3+ para el péptido monomérico 

RWQWRWQWR, mientras que para el dimérico (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx las especies 

predominantes fueron [M+5H]5+, [M+6H]6+, y [M+7H]7+.  

Estas señales se establecieron como señales características de cada péptido, y 

permitieron la identificación inequívoca de cada uno de los péptidos. Una muestra de 

cálculo para determinar la masa del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx tomando el ion 

[M+7H]7+ de m/z = 478,43259 se presenta a continuación:  

𝒛𝟏 =
𝟏 𝑫𝒂

𝟒𝟕𝟖, 𝟓𝟕𝟓𝟓𝟗 − 𝟒𝟕𝟖, 𝟒𝟑𝟐𝟓𝟗
= 𝟔, 𝟗𝟗𝟑𝟎𝟏 ≅ 𝟕 

𝑴 = (𝟒𝟕𝟖, 𝟒𝟑𝟐𝟓𝟗 × 𝟕) − (𝟏, 𝟎𝟎𝟕𝟖𝟐𝟓 × 𝟕) = 𝟑𝟑𝟒𝟏, 𝟗𝟕𝟑𝟑𝟔 𝑫𝒂 

Tabla 9. Resultados de masas teóricas y masas experimentales obtenidas para los 

péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

RWQWRWQWR (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

m/z z (+) Masa (Da) m/z z (+) Masa (Da) 

1486,76758 1 1485,75976 669,40106 5 3341,96618 

743,88953 2 1485,76011 558,00262 6 3341,96877 

496,26129 3 1485,76040 478,43259 7 3341,97336 

Promedio (X) 1485,76009 Promedio (X) 3341,96943 

Desviación Estándar 0,00032 Desviación Estándar 0,0036 

Masa teórica 1485,76429 Masa teórica 3341,97 

Error de masa (ppm) 0,05833 Error de masa (ppm) 0,16956 



41 

 

 
Figura 13. Espectro de masas del péptido RWQWRWQWR obtenido con el equipo Q 

Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™. La ampliación muestra la distribución isotópica 

del ion dicargado [M + 2H]2+. 

 
Figura 14. Espectro de masas del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx obtenido con el 

equipo Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™. La ampliación muestra la distribución 

isotópica que confirma la presencia del ion heptacargado [M + 7H]7+. 

LfcinB (21-25)pal: RWQWRWQWR

26[F] LfcinB (20-30)2: (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx
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El análisis por HRMS permitió identificar la masa molecular para cada péptido, en donde 

la distribución isotópica de cada una de las señales confirmo la identidad de cada especie 

y a partir de la masa de cada especie fue posible calcular la masa monoisotópica 

experimental de los péptidos (Tabla 9). Al realizar el cálculo del error relativo de la masa 

experimental respecto a la masa teórica se encontró un error relativo de 0,05833 ppm para 

el péptido monomérico y un error relativo de 0,16956 ppm para el péptido dimérico. Estos 

valores de error de masa cumplen con el criterio establecido en la Tabla 1 y confirman que 

la metodología analítica por HRMS en modo LC-MS permitió la caracterización inequívoca 

de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx a partir de su masa 

molecular.  

3.2 Confirmación de la secuencia de aminoácidos de los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx por MS/MS 

Las estrategias y los enfoques en proteómica que se utilizan para secuenciar péptidos son 

variados, como por ejemplo los análisis dependientes e independientes de datos. La 

diferencia entre ambos enfoques radica principalmente en que para el primero se 

selecciona uno o más iones precursores los cuales son los que se fragmentan en el 

MS/MS, mientras que para el segundo todos los péptidos se fragmentan y analizan durante 

la segunda etapa del MS/MS. Los análisis independientes de datos (Data-independent 

acquisition o DIA) tienen la ventaja de que no requieren un conocimiento previo de la 

composición de aminoácidos de la muestra, hay un menor sesgo en el análisis puesto que 

todos los péptidos en la muestra están incluidos en el análisis, entre otros. Sin embargo, 

la cantidad de datos que se generan en estos ensayos es mucho mayor y su análisis puede 

ser un desafío especialmente en muestras de alta complejidad.53 

Se ha reportado previamente estudios sobre la identificación de péptidos a partir de análisis 

de MS y de MS/MS sin selección de iones precursores54. El equipo Q Exactive™ cuenta 

con una celda de disociación de colisión de alta energía (HCD) la cual permite la 

fragmentación eficiente de la molécula de interés, sin necesidad de escoger un ion 

precursor. Esta opción se conoce como “All-Ion Fragmentation” (AIF) y su uso en 

proteómica se ha reportado previamente con resultados altamente confiables54. Para el 

desarrollo del método de secuenciación por MS/MS se empleó el método de LC-MS 

descrito en el subcapítulo anterior y se optimizaron las condiciones siguiendo las 

recomendaciones de Michalski et al51 y Geiger et al.54 
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El Espectrómetro de Masas Q Exactive™ trabajo en dos modos simultáneamente, 

alternando los scan en full-MS con el análisis en modo AIF para obtener los espectros 

MS/MS. Ambos tipos de scan se realizaron con una resolución de 100.000. El rango de 

m/z para ambos modos de scan fue el mismo, específicamente, de 100 a 1500 para el 

método del péptido monomérico, y de 300 a 3500 para el péptido dimérico. El valor AGC 

Target para el full-MS fue de 1e6 iones, mientras que el valor para el AIF fue de 3e6 iones. 

El valor más alto para el modo AIF permite compensar los resultados por la posible 

fragmentación excesiva de iones. La energía de colisión del HCD fue de 20 eV.  

La fragmentación de los péptidos suele no ser secuencial, sino por el contrario puede 

ocurrir de forma aleatoria y en diversos casos se puede favorecer un sitio de fragmentación 

sobre otro, lo que explica la posible variación en la cantidad e intensidad de los picos de 

los espectros. Roepstorff y Fohlman propusieron en 1984 una nomenclatura unificada para 

los diferentes tipos de fragmentos observados en un MS de péptidos55. Un esquema 

general de esta nomenclatura para péptidos con terminación amida en el extremo C-

terminal se encuentra en la Figura 15.  

 
Figura 15. Esquema general de tipos de iones de secuenciación para un péptido 

sintetizado por SPPS mediante la estrategia Fmoc/tBu. 

Los tres posibles puntos de fragmentación de un péptido se denominan a, b y c cuando la 

carga se retiene en el extremo N-terminal del péptido, y se denominan x, y y z cuando la 

carga se retiene en el extremo C-terminal. Los fragmentos más comunes en ensayos que 

tengan colisiones de baja energía son los iones a, b y y. Los ensayos de MS/MS se 

analizaron buscando principalmente estos iones para construir la secuencia de los dos 

modelos peptídicos. Los valores de masa de los iones b y y obtenidos para el péptido 
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monomérico se encuentran en la Tabla 10. El espectro de MS/MS para el péptido 

RWQWRWQWR se muestra en la Figura 16.  

Tabla 10. Valores de b y y teóricos y experimentales determinados para el péptido 
RWQWRWQWR por LC-MS/MS.  

LfcinB (21-25)pal: RWQWRWQWR 

Secuencia b (teórico) y (teórico) b (experimental) y (experimental) 

Arg 157,11 #1 1486,77 #9 157,10783 #1 1486,76453 #9 

Trp 343,19 #2 1330,67 #8 343,18604 #2 - #8 

Gln 471,25 #3 1144,59 #7 471,24451 #3 1145,56799 #7 

Trp 657,33 #4 1016,53 #6 657,32245 #4 1016,52795 #6 

Arg 813,43 #5 830,45 #5 813,42291 #5 830,37512 #5 

Trp 999,51 #6 674,35 #4 999,50134 #6 674,34900 #4 

Gln 1127,57 #7 488,27 #3 1127,55994 #7 488,27078 #3 

Trp 1313,64 #8 360,21 #2 1313,63733 #8 360,21249 #2 

Arg 1469,75 #9 174,14 #1 - #9 174,13417 #1 

 

 
Figura 16. Espectro de MS/MS obtenido para el péptido RWQWRWQWR empleando el 

equipo Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™. 
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El análisis de la Figura 16 muestra que el espectro obtenido de MS/MS permite la 

adecuada dilucidación del péptido monomérico RWQWRWQWR. Esto se logra de dos 

maneras principalmente. Inicialmente, se observan dos picos de alta intensidad que 

corresponden a las especies di- y tri- cargadas del péptido, que como se mostró en el 

subcapítulo anterior se establecieron como iones característicos para la identificación 

inequívoca de esta molécula.  

Adicionalmente, al ser un espectro obtenido mediante un método de adquisición 

independiente de datos se obtiene un amplio número de fragmentos que, aunque dificulta 

el análisis en algunas regiones del espectro, si permite observar casi en su totalidad los 

iones b y y del péptido. Debido a que la energía de la celda de colisión era baja (20 eV) 

estos iones eran los esperados para poder dilucidar la secuencia del péptido. Como se 

puede observar en la Figura 16, de los 9 iones b y y se lograron encontrar 8 iones para 

cada uno. Aunque el ion y8 no se encontró en el espectro de MS/MS es posible dilucidar 

esta región de la secuencia peptídica mirando la diferencia entre los iones y9 y y7 (342 

unidades de masa) que solo puede corresponder a una pérdida de un dipéptido RW o WR. 

La confirmación del orden de la secuencia de este dipéptido se obtiene al evaluar los iones 

b1 y b2. De igual manera, aunque el ion b9 no se logra observar en el espectro, es posible 

confirmar que este último residuo en el extremo C-terminal corresponde a una Arginina, 

por una parte, por el ion y1 y por la otra al calcular la diferencia entre el b8 y la masa del 

péptido (diferencia de 156 unidades de masa de la Arginina + 16 unidades de masa 

correspondientes al grupo NH2 de la amida del extremo C-terminal).  

Aunque el espectro de MS/MS para el péptido dimérico se obtuvo utilizando las mismas 

condiciones del método anterior, pero modificando el rango de masa (para observar 

aquellos fragmentos de mayor masa que se podían generar a partir de los primeros 

rompimientos del dímero), el espectro obtenido no permitió dilucidar la secuencia exacta 

de esta molécula. De manera general la secuenciación de péptidos diméricos presenta 

dificultades por el hecho que puede darse de manera no secuencial, y por lo tanto es 

posible tener especies muy variadas, especies multicargadas y péptidos muy cortos que 

sean difíciles de detectar por el equipo. El incremento de la energía de la celda de colisión 

no mejoro los espectros, puesto que se observaron aún más fragmentos de la molécula, 

por lo que se confirmó que no fue posible secuenciar en su totalidad el péptido dimérico, 

confirmando la dificultad en la secuenciación de novo de péptidos con un mayor grado de 

agregación o con una mayor polivalencia. 
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Los resultados del desarrollo del método por LC-MS, los espectros de MS y MS/MS y la 

determinación exacta de su peso molecular, están enmarcados en el cumplimiento de los 

objetivos específicos 1 y 3 de este trabajo.  

4. Capítulo 4: Análisis por Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN) 

Previamente se ha reportado la necesidad de determinar la relación estructura/función de 

los péptidos para evaluar su posible potencial terapéutico56. La Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN) es una de las técnicas clave que brinda información sobre la conformación 

estructural de los péptidos, y por lo tanto ha jugado un papel fundamental en la elucidación 

y caracterización estructural de péptidos y de otras macromoléculas57, por lo que el análisis 

de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx por RMN aportará 

información valiosa a su caracterización estructural.   

La espectroscopía de RMN unidimensional (1D-RMN) y bidimensional (2D-RMN) aporta 

información variada y relevante para entender y elucidar la estructura de los péptidos. Por 

un lado, los espectros de 1H-RMN permiten comprobar la presencia o ausencia de 

aminoácidos individuales, mientras que para determinar la secuencia de aminoácidos, y 

posibles modificaciones de la misma, el péptido de interés se puede analizar mediante 

experimentos 2D-RMN como COrrelation SpectroscopY (COSY), Total Correlation 

Spectroscopy (TOCSY), Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY (NOESY), 

Heteronuclear Single Quantum Coherence  (HSQC) y Heteronuclear Múltiple Bond 

Correlation (HMBC)58.  

Una ventaja adicional de los espectros 2D-RMN es que permite sobreponerse a una de las 

limitantes de los espectros 1D-RMN que es el hacinamiento de las señales. No obstante, 

su análisis suele ser complejo, en especial para péptidos de gran tamaño, por lo que su 

uso se suele limitar a péptidos pequeños y cuya secuencia de aminoácidos sea conocida 

previamente.40 
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Los espectros 1D-RMN, principalmente 1H-RMN, suelen ser los espectros de resonancia 

más empleados para analizar péptidos y proteínas. Información relevante como el 

desplazamiento químico y el acoplamiento spin-spin se puede obtener a partir de estos 

espectros59. Adicionalmente, Choules y colaboradores mostro previamente como los 

espectros 1D 1H-RMN pueden ser utilizados como un parámetro de pureza e identidad de 

los péptidos, siendo de esta manera una herramienta valiosa para el control de calidad de 

péptidos.60 

En los espectros 2D-RMN se registran las correlaciones entre dos frecuencias, en donde 

se forman proyecciones ortogonales en los dos ejes de frecuencia F2 (dimensión directa) 

y F1 (dimensión indirecta). Se ha reportado previamente que el mecanismo por el que los 

spin parecen estar correlacionados en un espectro bidimensional está determinado por el 

tipo de experimento RMN, acoplamientos escalares se observan en los experimentos 

COSY o TOCSY, cuya magnitud depende del número de enlaces intermedios, mientras 

que acoplamientos dipolares (no escalares, directos, a través del espacio) hacen 

referencia a un espectro NOESY59. Para las asignaciones de péptidos pequeños 

generalmente se utilizan tres experimentos bidimensionales: COSY, TOCSY y NOESY59. 

En el presente capítulo, se realizó el análisis y la caracterización de los dos modelos 

peptídicos empleando espectros de 1D-RMN y 2D-RMN. Los espectros se obtuvieron 

empleando un espectrómetro BRUKER Avance operando a 400 MHz para 1H-RMN y 13C-

RMN (Espectros de 1D-RMN), y 1H-COSY, TOCSY y NOESY (Espectros de 2D-RMN). 

Para cada péptido las muestras se prepararon pesando entre 10-15mg de péptido puro, y 

posteriormente fueron disueltas en agua deuterada (D2O) para su análisis. Los resultados 

de los espectros 1H-RMN para los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

se presentan en las Figuras 17 y 18 respectivamente.  
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Figura 17. Espectro 1H-RMN del péptido RWQWRWQWR. 

 

Figura 18. Espectro 1H-RMN del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

La diferencia en los espectros 1H-RMN de un péptido dimérico frente a un péptido lineal se 

observó al analizar las diferentes regiones (Grupos aromáticos, αH, Grupos alifáticos). 

Aunque las secuencias de ambas moléculas son distintas, la presencia en común de 3 

aminoácidos, específicamente de la región RWQWR debería ser un grupo de señales 

D2O

AlifáticosαHAromáticos

D2O

AlifáticosαHAromáticos
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similares y características de estos péptidos. Teniendo esto en cuenta, se evaluó la región 

de los αH en donde las señales en 4,30 ppm, 3,98 ppm y 3,86 ppm parecen ser las 

correspondientes a estos tres aminoácidos. No obstante, la multiplicidad de las señales 

parece ser distinta, probablemente por la diferencia estructural y en la polivalencia de 

ambos péptidos, por lo que se requieren evaluar ambas moléculas en espectros RMN 

adicionales para confirmar las señales que corresponden a cada aminoácido.    

Para confirmar la asignación de los desplazamientos químicos de los protones por 1H-

RMN, se evaluaron los espectros 2D 1H-1H-RMN. Los análisis de los espectros 

bidimensionales COSY, TOCSY y NOESY se encuentran discutidos en el Anexo B – 

Resultados complementarios y espectros bidimensionales RMN de los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. La asignación de los desplazamientos 

químicos de las señales de los aminoácidos de ambos péptidos se encuentra descritas en 

la Tabla 11.  

Tabla 11. Desplazamientos químicos (en ppm) de los protones de los aminoácidos para 

los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

LfcinB (21-25)pal: RWQWRWQWR 

Aminoácido NH αH βH Otros 

Arg 8,1 4,4 1,7 N-H (amina): 7,1; 1,4γ; 1,6δ; 3,2ε 

Trp 8,1 4,5 3,0 H-C (anillo aromático): 7,0  

Gln 8,1 4,5 2,1 N-H (amina): 7,2  
26[F] LfcinB (20-30)2: (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

Aminoácido NH αH βH Otros 

Arg 8,0 4,4 1,7 N-H (amina): 7,1; 1,4 γ; 1,6 δ; 3,1 ε 

Trp 8,0 4,5 3,0 H-C (anillo aromático): 7,2 

Gln 8,0 4,5 2,1 N-H (amina): 7,4 

Phe 8,0 4,5 2,8 H-C (anillo aromático): 7,3 

Lys 8,0 4,4 1,6 N-H (amina): 6,9; 1,5 γ; 1,7 δ; 2,9 ε 

Leu 8,0 4,4 1,7 1,2 γ; 0,8 δ; 

Gly 8,0 4,2; 3,8 - - 

 

El análisis por RMN de ambos modelos peptídicos, y particularmente del péptido dimérico, 

presento dificultades puesto que algunas señales se suelen solapar y la diferenciación 

entre los αH y εH no es tan sencilla de establecer. El complemento de los espectros COSY, 

TOCSY y NOESY permite caracterizar de forma más completa los péptidos, aunque su 

análisis de la secuencia de aminoácidos fue posible principalmente por el conocimiento 

previo de la secuencia. Los espectros unidimensionales se pueden tomar como espectros 
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característicos para los dos péptidos, donde se pueden emplear como ensayos de control 

de calidad para garantizar la presencia e integridad de la cadena peptídica.   

Los resultados de la caracterización por RMN permiten la caracterización estructural de los 

dos modelos peptídicos, y se encuentran enmarcados en el cumplimiento del objetivo 

específico 2 de este trabajo. 

5. Capítulo 5: Caracterización empleando 

herramientas in-silico para los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-

Ahx 

En el proceso de Investigación y Desarrollo (I+D) de un nuevo fármaco, lo primero que se 

debe conocer de esta molécula (para este trabajo los dos péptidos sintéticos) es el conjunto 

de propiedades físicas y químicas que permitan identificarla y caracterizarla de la mejor 

manera posible61. En este sentido, propiedades como el estado físico, estructura química, 

peso molecular, volumen, densidad, solubilidad, punto isoeléctrico, entre otros, son 

propiedades claves en el proceso de desarrollo y caracterización de un péptido.  

Otras propiedades relevantes en la caracterización de estos péptidos, como puede ser su 

porcentaje de unión a proteínas plasmáticas, sus propiedades tipo fármaco (“drug-like”) o 

propiedades toxicológicas, permiten complementar la caracterización de la molécula de 

interés obteniendo información relevante en su perfil farmacológico y farmacocinético.62  

Como parte de este proceso, la Química Medicinal y la Bioinformática han permitido el 

desarrollo de diversas herramientas y enfoques in-silico que permiten predecir propiedades 

y parámetros fisicoquímicos esenciales en el descubrimiento de nuevos fármacos y 

moléculas de interés para la industria farmacéutica63.  
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Aunque el desarrollo de estas herramientas todavía se encuentra en una etapa temprana 

para la caracterización de péptidos (posiblemente por la misma complejidad de este grupo 

de moléculas) en los últimos años se han reportado diversos trabajos caracterizando 

numerosos péptidos empleando estrategias y herramientas bioinformáticas.64 65 66 

La información que se puede obtener en este proceso es muy variada, y depende de la 

información previa que se conoce del péptido, de la plataforma in-silico que se utilice para 

caracterizarlo y del objetivo de la evaluación. En este sentido, en el presente capitulo se 

caracterizaron los dos péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx empleando 

las plataformas SwissADME (http://www.swissadme.ch/, del Swiss Institute of 

Bioinformatics – SIB), Peptide Calculator (https://cem.com/en/peptide-calculator, CEM 

Corporation) y la plataforma ADMETlab (https://admetmesh.scbdd.com/) para evaluar y 

determinar propiedades fisicoquímicas de los péptidos (peso molecular, volumen, punto 

isoeléctrico, entre otros), su seguridad y propiedades tipo fármaco (“drug-like”).  

Las secuencias de aminoácidos, las estructuras químicas en ChemDraw de cada péptido, 

junto con su código SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification o 

Especificación de Introducción Lineal Molecular Simplificada)67 se emplearon para poder 

modelar los péptidos en las diferentes herramientas bioinformáticas. Los resultados 

obtenidos se muestran en la Tabla 12.  

De acuerdo con la Tabla 12 es posible determinar diferentes propiedades fisicoquímicas 

importantes en la caracterización de los dos péptidos de interés. Por inspección visual se 

puede establecer que ambos péptidos son sólidos de color blanco o blanco amarillento. La 

diferencia en la polivalencia de los dos péptidos se observa en la diferencia de los valores 

de Peso Molecular (PM) y Volumen de van der Waals (VvdW).  

El Punto Isoeléctrico (PI) de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

es de 12,78 y 13,19 respectivamente, lo cual confirma que a un pH por debajo del PI de 

cada péptido estas moléculas van a tener una carga positiva neta. Este aspecto es 

importante tenerlo en cuenta puesto que todos los ensayos en solución que se hicieron en 

este trabajo fueron en condiciones neutras o ligeramente acidas, como por ejemplo los 

análisis de HPLC o LC-MS, donde los aditivos (TFA y FA respectivamente) generan un 

entorno acido y hacen que los péptidos se encuentren cargados positivamente. 
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Tabla 12. Propiedades y características fisicoquímicas determinadas para los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

Característica 
Péptido derivado de Lactoferricina Bovina 

LfcinB (21-25)pal 26[F] LfcinB (20-30)2 

Secuencia Arg-Trp-Gln-Trp-Arg-Trp-Gln-Trp-Arg-NH2 
(Arg-Arg-Trp-Gln-Trp-Arg-Phe-Lys-Lys-Leu-

Gly)2-Lys-Ahx-NH2 

Fórmula molecular C72H95N25O11 C160H248N54O26 

Clasificación Monomérico Dimérico 

Apariencia Sólido blanco o blanco amarillento e inodoro Sólido blanco o blanco amarillento e inodoro 

Peso Molecular (g/mol) 1485,76 3341,97 

Volumen (VvdW) 1477,933 3370,352 

Densidad 1,01 0,99 

Punto isoeléctrico 12,78 13,19 

Log S -0,84 1,69 

Log P 3,42 5,01 

SAscore* 6,31 9,42 

PPB (%)** 76,06 75,01 

Toxicidad AMES*** 0,03 0,01 

Carcinogenicidad 0,00 0,00 

* Synthetic accessibility score. Puntuación diseñada para estimar la facilidad de síntesis de la molécula de 

interés. Interpretación de los resultados: alto SAscore: ≥ 6, difícil de sintetizar; bajo SAscore: < 6, fácil de 

sintetizar. 

** Plasma protein binding – Unión a proteínas plasmática. Interpretación del resultado: Un compuesto tiene un 

PPB adecuado si tiene un valor de predicción <90%.  

*** La prueba de Ames es un ensayo biológico para evaluar el potencial mutagénico de compuestos químicos. 

El efecto mutagénico tiene una estrecha relación con la carcinogenicidad. Interpretación del resultado: El valor 

es la probabilidad de ser tóxico, dentro de un rango de 0 a 1. 

Los valores de Log S y Log P representan la hidrofobicidad e hidrofilicidad de los péptidos. 

Debido a que estos valores se reportan como logaritmos, al comparar estos parámetros 

entre el péptido monomérico y el dimérico, se observa que hay una diferencia de alrededor 

de 2 órdenes de magnitud entre uno y otro, siendo el péptido dimérico el más hidrofílico y 

de igual forma el más hidrofóbico según este modelo bioinformático. Esta hidrofilicidad se 

comprobó en los capítulos anteriores, donde al observar los tR en los métodos de RP-HPLC 

se puede concluir que el péptido dimérico tiene un menor tR en los métodos desarrollados, 

por lo que es más afín por la fase polar lo que lo hace más hidrofílico en comparación con 

el péptido monomérico.  

El SAscore relaciona la complejidad estructural de la molécula con la facilidad de 

obtenerlos por métodos sintéticos. Según este parámetro, una molécula es fácil de 

sintetizar si tiene un valor por debajo de 6. Teniendo en cuenta esto, los dos modelos 
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peptídicos son estructuralmente complejos y por lo tanto los métodos sintéticos no son 

sencillos de desarrollar, especialmente para el dímero cuyo valor SAscore está casi en el 

límite superior de la escala de este parámetro. No obstante, en el grupo SAMP hemos 

desarrollado y estandarizado de forma adecuada las metodologías de síntesis de estos 

péptidos por SPPS, lo que nos ha permitido obtenerlos con adecuados rendimientos y 

purezas.    

El porcentaje de unión de proteínas (% PPB) es clave no solo para entender de forma 

preliminar esta propiedad farmacocinética de los péptidos, sino para tener en cuenta en 

posibles ensayos en matrices biológicas complejas, donde el valor del % PPB de estos 

péptidos (76,06 para el péptido RWQWRWQWR y 75,01 para el dímero 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx) puede representar que los péptidos se unen a las proteínas 

que se encuentran en estas matrices (por ejemplo sangre) y puede dificultar su análisis, lo 

que genera la necesidad de optimizar de la mejor manera posible los métodos de 

pretratamiento de las muestras.  

Finalmente, los valores de toxicidad AMES y de carcinogenicidad son parámetros de 

toxicidad esenciales para moléculas con actividad farmacológica, ya que valores cercanos 

a 0 (como es el caso para los dos péptidos) demuestran que estas moléculas son selectivas 

en su actividad anticancerígena, y por lo mismo podrían ser candidatos seguros para su 

posterior desarrollo hacia un medicamento para el tratamiento contra el cáncer.   

6. Capítulo 6: Cuantificación de los péptidos 

– Evaluación a 280nm por RP-HPLC-DAD 

6.1 Espectros UV de los péptidos obtenidos por RP-HPLC-DAD 

Los métodos de cuantificación de péptidos son muy variados y difieren en su grado de 

complejidad y en la metodología analítica empleada para realizar este proceso. Un método 

analítico que sea fácilmente aplicable, que se pueda realizar de manera rutinaria y cuyos 
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resultados tengan un adecuado grado de precisión y exactitud, sería una alternativa 

importante en el proceso de caracterización cuali-cuantitativa de péptidos.  

En un trabajo previo realizado por el grupo SAMP, Huertas68 desarrollo una metodología 

para determinar el contenido de un péptido tetramérico derivado de la Lactoferricina 

Bovina, empleando una metodología de RP-HPLC-DAD evaluando la respuesta del 

detector a 280nm. Esta longitud de onda mostro ser apropiada para la cuantificación del 

péptido puesto que a esta longitud de onda únicamente los residuos aromáticos (Trp, Phe, 

His) absorben la radiación electromagnética. A partir de esta información, se implementó 

y validó la metodología teniendo en cuenta los parámetros de la linealidad, precisión 

(repetibilidad y precisión intermedia), y robustez del método de acuerdo con los 

lineamientos de validación establecidos por la USP.68 

Para el presente trabajo, inicialmente se analizaron los espectros UV registrados con el 

detector DAD para ambos péptidos (Figura 19). El método cromatográfico empleado fue el 

método III y el equipo que se utilizo fue el equipo HPLC Hitachi Primaide™. Los valores de 

Lambda máximo (λmax) para el péptido monomérico RWQWRWQWR fueron de 202, 220, 

280 nm, y para el péptido dimérico (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx de 199, 219, 280 nm.  

Adicionalmente, se ha reportado previamente la importancia de la pureza del péptido o la 

proteína de interés para realizar su respectiva cuantificación69, por lo que se empleó el 

detector DAD para determinar la pureza de pico de cada uno de los modelos peptídicos y 

así garantizar que no existieran impurezas que coeluyeran con cada péptido y que 

pudieran interferir en su cuantificación. El umbral de pureza (“Threshold”) establecido fue 

del 95% y todos los puntos del pico cromatográfico de 280 nm de ambos péptidos se 

encontraron por encima de este umbral, alcanzando una pureza de pico total del 100% 

(Figura 20).  
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Figura 19. Espectros UV obtenidos por RP-HPLC-DAD. Color rojo: Péptido 

RWQWRWQWR; Color azul: Péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

 
Figura 20. Purezas de pico obtenidas por RP-HPLC-DAD para los dos modelos 

peptídicos. a) Péptido RWQWRWQWR (pico cromatográfico de referencia a 10.4 min) – 

Pureza de pico total = 100%; Longitud de onda = 280 nm. b) Péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx (pico cromatográfico de referencia a 9.3 min) – Pureza de 

pico total = 100%; Longitud de onda = 280 nm. 

Aunque la sensibilidad del método a longitudes de onda menores (como por ejemplo 214 

nm o 205 nm) es mayor, su uso para la cuantificación de péptidos ha mostrado ser más 
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complejo, por lo que la cuantificación de péptidos a 280 nm puede ser más conveniente y 

exacta70. La presencia de motivos de triptófano en la secuencia de ambos modelos 

peptídicos permite que su evaluación a 280 nm sea óptima, y junto con un patrón interno 

adecuado es posible determinar el contenido de cada péptido a esta longitud de onda.70    

6.2 Cuantificación a 280nm empleando Triptófano como estándar interno 

Moffatt et al empleo un enfoque similar al de Huertas en relación con la cuantificación de 

péptidos y proteínas empleando un método de RP-HPLC con detección a 280nm. Este 

enfoque implica que no es necesario contar con un patrón de referencia del analito de 

interés (Estándar externo) para realizar la cuantificación, puesto que con los datos de área 

bajo la curva y el coeficiente de extinción molar (ε) del péptido de interés (que se puede 

estimar a 280 nm), es posible determinar su contenido exacto al comparar estos 

parámetros con los mismos relativos al triptófano (Estándar Interno - IS).70 

En este capítulo, se empleó el método cromatográfico de RP-HPLC-DAD validado por 

Huertas y se construyeron dos curvas de calibración, una para el péptido RWQWRWQWR 

y otra para el péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. Para ambas curvas de calibración se 

tomaron los valores de absorbancia a 280nm y se utilizó como estándar interno L-

triptófano.  

Con este método se pretendía inicialmente evaluar la sensibilidad del análisis por RP-

HPLC-DAD a esta longitud de onda, puesto que la absorbancia para un péptido 

tetramérico, dimérico y monomérico a 280nm varía de acuerdo con la cantidad de residuos 

de triptófano de la secuencia, y es necesario determinar los coeficientes de extinción molar 

(ε) para cada uno de los péptidos (ecuación 11), y establecer su contenido mediante 

cuantificación empleando el triptófano como IS (ecuaciones 12 y 13).  

𝝐𝒑𝒆𝒑𝟐𝟖𝟎 = (𝒏𝑾 𝟓𝟓𝟎𝟎) + (𝒏𝒀 𝟏𝟒𝟗𝟎) + (𝒏𝑺−𝑺 𝟏𝟐𝟓)                          [𝟏𝟏] 

 

𝑪𝒑𝒆𝒑 = 𝑪𝑻𝒓𝒑 (
𝝐𝑻𝒓𝒑𝟐𝟖𝟎

𝝐𝒑𝒆𝒑𝟐𝟖𝟎
) (

𝑨𝒑𝒆𝒑𝟐𝟖𝟎

𝑨𝑻𝒓𝒑𝟐𝟖𝟎
)                                                         [𝟏𝟐] 

 

% 𝑪𝒑𝒆𝒑 = (
𝑪𝒑𝒆𝒑 𝒄𝒂𝒍𝒄𝒖𝒍𝒂𝒅𝒐

𝑪𝒑𝒆𝒑 𝒆𝒙𝒑𝒆𝒓𝒊𝒎𝒆𝒏𝒕𝒂𝒍
) × 𝟏𝟎𝟎                                                    [𝟏𝟑] 
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Donde εpep280 corresponde al coeficiente de extinción molar del péptido a 280nm, εTrp280 el 

coeficiente de extinción molar del aminoácido L-Triptófano, nw se refiere al número de 

residuos de Triptófano de la secuencia peptídica, ny al número de residuos de Tirosina en 

la secuencia, nS-S al número de puentes disulfuro que se encuentran en el péptido o la 

proteína, Apep280 el área del pico cromatográfico del péptido evaluado a 280nm, ATrp280 el 

área del Triptófano evaluado a 280nm, y finalmente Cpep se refiere a la concentración del 

péptido calculada.  

Los dos péptidos contienen 4 residuos de triptófano en su secuencia, por lo que su 

coeficiente de extinción molar será el mismo (Tabla 13). El factor de respuesta que se 

utilizó para construir la curva de calibración de ambos péptidos correspondió a la respuesta 

del detector frente a los ensayos realizados para el SST. En las Figuras 21 y 22 se 

observan los perfiles cromatográficos correspondientes cada una de las curvas de 

calibración de cada péptido. 

Tabla 13. Coeficientes de extinción molar (ε) teórico para el triptófano y experimental 

determinados para los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

Coeficientes de extinción molar (ε) 

 nW nY nS-S ε 

RWQWRWQWR 4 0 0 22000 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 4 0 0 22000 

Triptófano - - - 5630 

 

 
Figura 21. Perfil cromatográfico de los siete niveles de la curva de calibración del péptido 

RWQWRWQWR empleando triptófano como IS.  

Minutos

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

L-Triptófano

RWQWRWQWR

1,3 mg g-1

1,1 mg g-1

0,9 mg g-1

0,7 mg g-1

0,5 mg g-1

0,3 mg g-1

0,1 mg g-1
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Figura 22. Perfil cromatográfico de los siete niveles de la curva de calibración del péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx empleando triptófano como IS. 

Las curvas de calibración para cada péptido se presentan en la Figura 23. Empleando las 

ecuaciones 11 y 12 se realizó la cuantificación del péptido. Todos los puntos de las curvas 

son cuantificables, excepto el primer nivel de la curva por IS para el péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, el cual fue descartado por test de Grubbs. Los resultados de 

la cuantificación se observan en la Tabla 14.  

Para el péptido monomérico se obtuvo que tiene un contenido promedio de 56,85% 

mientras que para el péptido dimérico se obtuvo un valor promedio de 46,01%. Una 

muestra de cálculo para el nivel intermedio de la curva de calibración de cada péptido se 

muestra más adelante. Los resultados de las curvas de calibración y el tratamiento 

estadístico para cada péptido se encuentran en el Anexo C - Resultados complementarios 

de la cuantificación de los péptidos a 280nm empleando Triptófano como IS.  

L-Triptófano (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

Minutos

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1,3 mg g-1

1,1 mg g-1

0,9 mg g-1

0,7 mg g-1

0,5 mg g-1

0,3 mg g-1

0,1 mg g-1
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Figura 23. Curva de calibración de los péptidos a 280nm, empleando para cada uno 

Triptófano como IS. a) Grafica de relación de áreas en función de la relación de 

concentraciones del péptido RWQWRWQWR y el IS. b) Grafica de relación de áreas en 

función de la relación de concentraciones del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx y el IS. 

- Péptido RWQWRWQWR: 

𝑪𝒑𝒆𝒑 = (𝟎, 𝟏𝟎𝟐
𝒎𝒈 𝑻𝒓𝒑

𝒈 𝑺𝒍𝒏
×

𝟏 𝒎𝒎𝒐𝒍 𝑻𝒓𝒑

𝟐𝟎𝟒, 𝟐𝟑 𝒎𝒈 𝑻𝒓𝒑
×

𝟏𝟒𝟖𝟓, 𝟕𝟔 𝒎𝒈 𝑷é𝒑𝒕𝒊𝒅𝒐

𝟏 𝒎𝒎𝒐𝒍 𝑷é𝒑𝒕𝒊𝒅𝒐
) × (

𝟓𝟔𝟑𝟎 𝑴−𝟏𝒄𝒎−𝟏

𝟐𝟐𝟎𝟎𝟎 𝑴−𝟏𝒄𝒎−𝟏
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𝑷é𝒑𝒕𝒊𝒅𝒐

𝒈 𝑺𝒍𝒏
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𝟎, 𝟒𝟎𝟖 𝒎𝒈

𝑷é𝒑𝒕𝒊𝒅𝒐
𝒈 𝑺𝒍𝒏

𝟎, 𝟕𝟏𝟏 𝒎𝒈
𝑷é𝒑𝒕𝒊𝒅𝒐

𝒈 𝑺𝒍𝒏

) × 𝟏𝟎𝟎 = 𝟓𝟕, 𝟑𝟐 % 𝑷𝒆𝒑. 𝑹𝑾𝑸𝑾𝑹𝑾𝑸𝑾𝑹 

- Péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx: 

𝑪𝒑𝒆𝒑 = (𝟎, 𝟏𝟎𝟎
𝒎𝒈 𝑻𝒓𝒑

𝒈 𝑺𝒍𝒏
×

𝟏 𝒎𝒎𝒐𝒍 𝑻𝒓𝒑

𝟐𝟎𝟒, 𝟐𝟑 𝒎𝒈 𝑻𝒓𝒑
×

𝟑𝟑𝟒𝟏, 𝟗𝟕 𝒎𝒈 𝑷é𝒑𝒕𝒊𝒅𝒐

𝟏 𝒎𝒎𝒐𝒍 𝑷é𝒑𝒕𝒊𝒅𝒐
) × (

𝟓𝟔𝟑𝟎 𝑴−𝟏𝒄𝒎−𝟏

𝟐𝟐𝟎𝟎𝟎 𝑴−𝟏𝒄𝒎−𝟏
)

× (
𝟗𝟒𝟐𝟔𝟑𝟖𝟗 𝒎𝑨𝑼

𝟏𝟐𝟎𝟓𝟕𝟎𝟎𝟗 𝒎𝑨𝑼
) = 𝟎, 𝟑𝟐𝟕𝒎𝒈

𝑷é𝒑𝒕𝒊𝒅𝒐

𝒈 𝑺𝒍𝒏
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𝒈 𝑺𝒍𝒏
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𝒈 𝑺𝒍𝒏

) × 𝟏𝟎𝟎 = 𝟒𝟔, 𝟒𝟐 % 𝑷𝒆𝒑. (𝑹𝑹𝑾𝑸𝑾𝑹𝑭𝑲𝑲𝑳𝑮)𝟐 − 𝑲 − 𝑨𝒉𝒙 
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Tabla 14. Cuantificación de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx a 

280 nm mediante IS (triptófano). 

Péptido Nivel 
Cpéptido 
(mg g-1) 

CTrp  
(mg g-1) 

Cpéptido 
(%) 

X 
Cpéptido 

S 
Cpéptido 

%RSD 
Cpéptido 

LfcinB (21-25)pal 

1 0,104 0,102 56,66 

56,85 0,42 0,73 

2 0,295 0,104 57,14 

3 0,498 0,100 57,14 

4 0,711 0,102 57,32 

5 0,912 0,100 56,88 

6 1,082 0,100 56,08 

7 1,299 0,100 56,69 

26[F] LfcinB (20-30)2 

2 0,301 0,100 44,06 

46,01 1,23 2,68 

3 0,507 0,098 44,91 

4 0,705 0,100 46,42 

5 0,907 0,100 46,66 

6 1,108 0,100 46,95 

7 1,278 0,096 47,05 

 

Los resultados de la cuantificación de los dos péptidos por estándar interno, utilizando el 

L-Triptófano como IS y empleando la metodología RP-HPLC-DAD están enmarcados en 

el cumplimiento de los objetivos específicos 1 y 3 de este trabajo. 

7. Capítulo 7: Análisis por Espectroscopía 

Infrarrojo (FT-IR) y evaluación del 

contenido de TFA residual 

La espectroscopía FT-IR se ha empleado previamente y ha mostrado ser una técnica 

conveniente, no destructiva y adecuada para estudiar la estructura secundaria y los 

cambios conformacionales de péptidos y proteínas71 72. Cada molécula peptídica tiene un 

grupo característico de bandas de absorción en su espectro infrarrojo. Las bandas 

características que se encuentran en los espectros infrarrojos de proteínas y péptidos 

incluyen, principalmente, la amida I y la amida II. Como su nombre lo indica estas bandas 

surgen de los enlaces amida o enlaces peptídicos que unen los aminoácidos. La absorción 

asociada con la banda de amida I conduce a vibraciones de estiramiento del enlace C=O 
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de la amida, mientras que la absorción asociada con la banda de amida II conduce 

principalmente a vibraciones de flexión del enlace N-H.73 74 

Debido a que tanto los enlaces C=O como N-H están involucrados en los enlaces de 

puentes de hidrógeno que están involucrados en la estructura secundaria de los péptidos, 

las ubicaciones de las bandas Amida I y Amida II son sensibles a la naturaleza de la 

estructura secundaria de estas moléculas.75 76 

Adicionalmente, en un trabajo previo se reportó el monitoreo de la conformación y la 

integridad del péptido mediante el análisis de las regiones Amida I (1600-1690 cm-1, 

estiramientos C=O), Amida II (1480-1575 cm-1, estiramiento C-N, flexión N-H) y Amida III 

(1229-1301 cm-1, estiramiento C-N, flexión N-H).71  

El enfoque del presente capitulo consistió en el análisis preliminar de las bandas de 

infrarrojo (IR) observadas para los dos modelos peptídicos. Los espectros FT-IR se 

obtuvieron empleando un espectrofotómetro SHIMADZU IRAffinity-1S empleando la 

técnica Reflexión Total Atenuada (ATR). Se evaluaron tanto el péptido crudo como el 

péptido puro de ambas moléculas. Estos espectros se muestran en las Figuras 24 y 25. 

Las condiciones de medición y las características instrumentales se encuentran en la Tabla 

15.  

Tabla 15. Condiciones instrumentales y de análisis empleadas para la evaluación de los 

péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx por Espectroscopía Infrarroja por 

Transformada de Fourier (FT-IR) empleando ATR. 

Instrumento IRAffinity-1S 

Software LabSolutions IR 

Modo de medición Transmitancia (%) 

Apodización Happ-Genzel 

Resolución espectral (cm-1) 8 

No. Scans por espectro 64 

Rango de número de onda (cm-1) 400-2000 



62 

 

 

Figura 24. Espectro FTIR-ATR para el péptido RWQWRWQWR. Rojo: Péptido Puro; 

Azul: Péptido Crudo.   

 

Figura 25. Espectro FTIR-ATR para el péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. Rojo: Péptido 

Puro; Azul: Péptido Crudo. 

Los análisis de los espectros ATR muestran las bandas características esperadas para los 

dos péptidos, específicamente, bandas intensas en las regiones de Amida I y Amida II 

principalmente. Las bandas en 1647,21 cm-1 y 1643,35 cm-1 para los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx respectivamente pueden indicar que la 

estructura secundaria de estas moléculas presenta una conformación random coil ya que, 

de acuerdo con la literatura aunque las bandas en Amida I que corresponden a otras 

conformaciones están muy cercanas entre sí, la ausencia de bandas características en 
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Amida II y especialmente en Amida III podrían descartar una conformación tipo α-hélice u 

hoja-β, y favorecerían la afirmación de que estos péptidos poseen una estructura 

secundaria random coil.71 

Aunque esto es una aproximación, puesto que estas asignaciones suelen ser rangos ya 

que la posición exacta de cada pico varía entre péptidos debido a sus diferentes 

interacciones por puentes de hidrogeno y a sus diferentes interacciones con el medio que 

los rodea, esta metodología es una buena aproximación hacia la caracterización de la 

estructura secundaria de péptidos sintéticos. 

No obstante, la presencia del TFA puede interferir en el análisis por FT-IR, principalmente 

porque presenta una banda de absorción intensa en 1673 cm−1 77, donde se puede 

superponer con las bandas correspondientes con la región de Amida I. Adicionalmente, las 

bandas de absorción en las regiones de 700-950 cm-1 y 1100-1250 cm-1 se han reportado 

como bandas características para péptidos tratados con TFA, y esta última puede 

superponerse con bandas de la región de Amida III.  

Por esta razón, se planteó desarrollar la metodología que permita cambiar el contraión de 

TFA por uno que sea permitido por agencias regulatorias y que no presente la toxicidad 

del TFA. De esta forma, en el siguiente capitulo se explicará el proceso empleado para 

cambiar el contraión de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, y esta 

reacción se va a monitorear mediante análisis por espectroscopía FT-IR.   

8. Capítulo 8: Cambio de contraión, 

obtención del clorhidrato de cada péptido 

y seguimiento por RP-HPLC y FT-IR 

En la metodología de SPPS empleando la estrategia Fmoc/tBu se obtiene el péptido de 

interés como una sal de trifluoroacetato (TFA-), debido a que el TFA se emplea en el 

proceso de desanclaje del péptido de la resina y de igual manera en el proceso de 
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purificación de los péptidos. Por lo tanto, se debe determinar el contenido del contraión 

TFA- en el producto final.    

Adicionalmente, se ha comprobado que el TFA presenta toxicidad sobre los cultivos 

celulares y puede afectar la actividad biológica y las propiedades estructurales, 

bioquímicas y fisicoquímicas de los péptidos78. Por esta razón una alternativa adecuada 

es el intercambio del contraión por uno que sea biocompatible y que sea aceptado por 

agencias regulatorias y documentos oficiales (como por ejemplo el ion acetato o 

clorhidrato).  

No obstante, las técnicas y metodologías para intercambiar el contraión, y para hacer el 

seguimiento y control respectivo del proceso, suelen ser costosas, complicadas de 

desarrollar, pueden requerir bastante tiempo o pueden afectar los rendimientos en la 

obtención del péptido de interés78. Por esta razón, el desarrollo de nuevas metodologías 

que permitan intercambiar el contraión TFA- y que permitan realizar este proceso de forma 

rutinaria y en poco tiempo sería una gran alternativa para impulsar el desarrollo de péptidos 

para la obtención de nuevos medicamentos contra el tratamiento de diferentes 

enfermedades. 

Las metodologías más empleadas para la caracterización y cuantificación del TFA en 

péptidos sintéticos son la Cromatografía Iónica (IC), la Electroforesis Capilar (CE), y 

técnicas espectroscópicas como RMN y FT-IR78. En un trabajo previo realizado por el 

grupo SAMP. En el 2021 Huertas desarrolló y validó una metodología de cuantificación del 

TFA por RP-HPLC-DAD en un péptido tetramérico derivado de la Lactoferricina Bovina.68 

La metodología mostró ser muy adecuada para determinar el contenido del TFA en el 

péptido, sin embargo, es importante complementar esta metodología con una que sea más 

costo-efectiva y que sea fácilmente implementable, para así caracterizar de mejor manera 

el TFA en los péptidos, y así servir como un análisis de control en proceso en el cambio 

del contraión del péptido.  

Para calcular de manera preliminar el contenido de TFA en los péptidos se puede realizar 

una curva de calibracion de un unico punto, en el que se emplea un estandar de sal de 

trifluoroacetato. Aunque este enfoque tiene limitaciones y puede no ser completamente 

exacto, es una aproximación interesante para determinar preliminarmente el contenido de 

TFA de una molécula.  
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Con esto en mente, se sintetizo una sal de trifluoroacetato de sodio disolviendo carbonato 

de sodio en una solucion acuosa al 50% de acido trifluoroacetico. El carbonato de sodio 

se adiciono en exceso con el fin de garantizar la formacion completa de la sal de 

trifluoroacetato de sodio. El producto fue filtrado y se dejo evaporar hasta sequedad, y se 

determino su espectro IR mediante la tecnica de ATR por duplicado (Figura 26). La 

cuantificacion se hizo tomando las bandas de 1130,29 cm-1, y tomando el valor del area 

del espectro de la sal de trifluoroacetato como el 100%. Se tomaron las dos repeticiones 

de los espectros tanto para la sal (Figura 26) como para los peptidos (Figuras 24 y 25), 

dando un % de TFA promedio de 22,4% para el peptido lineal, y 36,2% para el peptido 

dimerico.  

 

Figura 26. Espectro FTIR-ATR para la sal de trifluoroacetato de sodio (Na+ CF3COO-). La 

muestra se evaluó mediante dos repeticiones. Rojo: Repetición 1; Azul: Repetición 2.  

Adicionalmente, es posible calcular el contenido teórico del contraion TFA en el péptido,  

teniendo en cuenta los aminoacidos básicos Lys, Arg o His de la secuencia, los grupos 

amino terminales y a partir de esto determinando los posibles equivalente del contraion 

TFA en la molecula. Por una parte, el peptido monomerico solo cuenta con 4 residuos de 

interes, especificamente 3 resiudos de Arg y 1 grupo amino terminal, mientras que el 

peptido dimerico cuenta con 12 residuos de interes, siendo estos las 6 Arg, las 4 Lys y los 

2 amino terminales de la secuencia (la Lys di-Fmoc de la que parte el dimero no cuenta en 

este calculo puesto que una de las cadenas del dimero surge a partir del grupo amino de 

su cadena lateral). El calculo del contenido del TFA teorico para ambos péptidos se 

encuentra a continuacion:  
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- Péptido RWQWRWQWR:  

%𝑻𝑭𝑨 =
𝟏𝟏𝟒 𝑫𝒂 × 𝟒 

(𝟏𝟒𝟖𝟓, 𝟕𝟔) + (𝟏𝟏𝟒 𝑫𝒂 × 𝟒)
× 𝟏𝟎𝟎 = 𝟐𝟑, 𝟓% 𝑻𝑭𝑨 

- Péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx: 

%𝑻𝑭𝑨 =
𝟏𝟏𝟒 𝑫𝒂 × 𝟏𝟐

(𝟑𝟑𝟒𝟏, 𝟗𝟕) + (𝟏𝟏𝟒 𝑫𝒂 × 𝟏𝟐)
× 𝟏𝟎𝟎 = 𝟐𝟗, 𝟎% 𝑻𝑭𝑨 

Esta diferencia en la estimación del % de TFA teórico frente al experimental en los dos 

péptidos puede estar relacionada con tres aspectos: En primer lugar, la diferencia en la 

polivalencia y en la carga del péptido puede favorecer la formación de aductos con el TFA, 

y esto puede generar diferencias en la estimación del contraión. En segundo lugar, el 

método empleado para la cuantificación es una aproximación hacia el contenido del TFA 

en los péptidos, y el no controlar diferentes variables en la cuantificación pueden generar 

que el resultado obtenido no sea tan exacto. En este sentido seria clave controlar 

parámetros como por ejemplo la fuerza en la que se ajusta la muestra con el prisma, para 

evitar variaciones en la medida. Finalmente, ambos péptidos cuentan con impurezas 

debidas al proceso de síntesis, y estas impurezas probablemente son de carácter peptídico 

igualmente, lo que significa que estos fragmentos también pueden estar formando aductos 

con el TFA y por lo tanto se podría estar sobrestimando el contenido del TFA en la muestra.  

Las metodologías de intercambio del contraión TFA por el Ácido Clorhídrico (HCl) suelen 

ser variadas, aunque las condiciones generales implican la disolución del péptido en una 

solución de HCl (se han reportado concentraciones desde 0.1 M hasta 6 M), seguido de 

un proceso de incubación, liofilización y de una repetición sucesiva (ciclos de HCl) de estos 

pasos hasta alcanzar una remoción casi completa del TFA72 78. Sikora et al reportaron una 

alternativa disolviendo los péptidos en una solución de HCl en un solvente orgánico (como 

ACN, DCM, Metanol, entre otros), luego de la incubación de la mezcla de reacción, se 

realiza la eliminación del solvente con un rotavapor y una posterior liofilización para 

eliminar el agua remanente.78  

Aunque las metodologías reportadas han mostrado ser efectivas para la remoción del TFA, 

la influencia de cada una de las etapas sobre el cambio del contraión no se ha reportado 

de manera precisa. El presente capitulo pretende caracterizar y cuantificar el contenido del 

TFA presente en los dos péptidos, y establecer las condiciones óptimas para la remoción 

de este contraión por el HCl. Con esto en mente, se construyó un diseño experimental de 

Plackett-Burman, con el objetivo de evaluar seis variables que puedan influenciar en este 



67 

proceso, y de esta forma establecer la metodología más adecuada para el intercambio del 

contraión. Las condiciones del diseño experimental se encuentran en las Tablas 16 y 17.  

Este diseño pretende establecer la influencia que tienen seis variables sobre el intercambio 

del contraión TFA por el HCl. Estas variables son: A) La concentración de HCl; B) El tiempo 

de incubación del péptido en la solución; C) La cantidad de ciclos de HCl; D) La 

concentración del péptido en la solución de HCl; E) El tiempo de agitación para disolver el 

péptido en la solución; y F) La temperatura de incubación. El péptido modelo que se utilizó 

para estos ensayos fue el péptido monomérico RWQWRWQWR y para cada ensayo se 

trabajaron con 0,5 mg de péptido. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. El 

seguimiento y monitoreo de la remoción del TFA se realizó por ATR, teniendo en cuenta 

las condiciones instrumentales del equipo FT-IR descritas en la Tabla 15.  

Tabla 16. Variables evaluadas para establecer las condiciones óptimas para realizar el 

proceso de remoción del contraión TFA. 

Factores y niveles evaluados para la remoción de TFA por HCl 

Solvente Acuoso (H2O) Solvente Orgánico (ACN) 

Factor Nivel Bajo Nivel Alto Factor Nivel Bajo Nivel Alto 

A Conc. HCl 0,1 M 0,5 M A Conc. HCl 0,5 % 1,0 % 

B t. de reacción 5 min 10 min B t. de reacción 5 min 10 min 

C Ciclos de HCl 1 2 C Ciclos de HCl 1 2 

D Conc. péptido 0,5 mg/mL 1 mg/mL D Conc. péptido 0,5 mg/mL 1 mg/mL 

E t. de agitación 1 min 5 min E t. de agitación 1 min 5 min 

F Tº. incubación 20ºC 37ºC F Tº. incubación 20ºC 37ºC 

 

Tabla 17. Diseño experimental de Plackett-Burman, para establecer las condiciones 

óptimas para realizar el proceso de remoción del contraión TFA. 

CT A B C D E F 

1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 

2 +1 +1 -1 -1 +1 -1 

3 +1 +1 +1 -1 -1 +1 

4 -1 +1 +1 +1 -1 -1 

5 +1 -1 +1 +1 +1 -1 

6 -1 +1 -1 +1 +1 +1 
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Donde CT hace referencia a la combinación de tratamientos con los distintos factores (A-

F) para la remoción del contraión TFA. A: Concentración de HCl en la solución; B: Tiempo 

de reacción; C: Ciclos de HCl; D: Concentración del péptido; E: Tiempo de agitación; F: 

Temperatura de agitación.    

La banda de infrarrojo que se utilizó para monitorear la remoción del TFA fue la banda cuyo 

número de onda era aproximadamente 1130 cm-1 (banda característica del TFA). Los 

gráficos de Pareto representando el efecto estimado de cada variable, con un 95% de 

confianza, se encuentran en la Figura 27 para el ensayo con el solvente acuoso (H2O) y 

Figura 28 para el ensayo con el solvente orgánico (ACN).  

Teniendo en cuenta estos gráficos, es posible observar que la variable que mostro ser 

significativa en la disminución del área de la banda de ~1130 cm-1 para ambos casos fue 

la variable C (No. de ciclos de HCl). Es decir, este ensayo demuestra de forma preliminar 

que pequeñas variaciones en el número de ciclos de HCl pueden tener un impacto mayor 

sobre la disminución de la banda de ~1130 cm-1 y por lo tanto sobre la remoción del TFA 

del péptido RWQWRWQWR.  

 
Figura 27. Gráfico de Pareto para determinar el efecto de los factores A-F sobre la 

disminución de las bandas de TFA para el péptido RWQWRWQWR. La solución de HCl 

fue preparada en medio acuoso. 
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Figura 28. Gráfico de Pareto para determinar el efecto de los factores A-F sobre la 

disminución de las bandas de TFA para el péptido RWQWRWQWR. La solución de HCl 

fue preparada en solvente orgánico (ACN). 

Al comparar el efecto que puede tener el solvente de tipo acuoso o de tipo orgánico, se 

observa que el efecto estimado que tiene la solución de HCl en ACN es casi dos veces 

mayor frente al efecto estimado de la solución de HCl en H2O (4,40 frente a 2,77 

respectivamente). Este resultado concuerda con lo reportado por Sikora et al. 

Adicionalmente, hubo otras dos variables que mostraron una influencia mayor sobre las 

demás en la remoción del TFA del péptido. Específicamente, la temperatura de incubación 

mostro tener un efecto estimado superior al valor crítico para el ensayo con HCl en ACN, 

mientras que para el solvente acuoso el tiempo de agitación mostro un efecto estimado 

mayor a las demás variables, pero no fue estadísticamente significativo con las condiciones 

evaluadas. Estas variables probablemente están relacionadas con la solubilidad del 

péptido, y reflejan que adicional al número de ciclos de HCl que se realicen es necesario 

garantizar la adecuada solubilidad del péptido en el medio en el que se va a cambiar el 

contraión.  

Este ensayo de igual manera comprobó que factores como la concentración del HCl o la 

concentración en la que se encuentra el péptido en la solución no tienen un impacto 

estadísticamente significativo sobre el cambio del contraión. Esto es favorable porque al 

explorar esta metodología en lotes mayores de péptido, las condiciones de los ensayos 
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podrán ser favorables en cuanto al gasto de solvente y a las condiciones suaves que se 

pueden trabajar de HCl.  

Un ejemplo de los espectros IR para los ensayos utilizando el solvente acuoso y el solvente 

orgánico, y la comparación con el espectro IR para el péptido RWQWRWQWR se 

encuentran en la Figura 29. Para los espectros de los ensayos con HCl en solvente 

orgánico y acuoso, se observa una disminución notable de, principalmente, las bandas de 

1184,29 cm-1, 1130,29 cm-1, 837,11 cm-1 y 802,39 cm-1, las cuales son bandas 

características del TFA.  

La integridad del péptido después del tratamiento con HCl se monitoreo por RP-HPLC 

como se observa en la Figura 30. El producto solido se desalinizo por RP-SPE antes de 

inyectarlo en la columna con el fin de eliminar las sales remanentes provenientes de la 

reacción con el HCl. En todo momento se observó el mismo perfil cromatográfico para el 

péptido RWQWRWQWR, lo que demuestra que las condiciones acidas de reacción no 

alteran la integridad del péptido, y por el contrario si favorecen el intercambio del contraión 

de trifluoroacetato a clorhidrato.  

 

Figura 29. Espectros FTIR-ATR demostrando el cambio del contraión del péptido y la 

disminución de las bandas del TFA. Rojo: Péptido puro RWQWRWQWR con TFA como 

contraión; Azul: Péptido posterior al cambio del contraión usando HCl en ACN; Verde: 

Péptido posterior al cambio del contraión usando HCl en H2O.  
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Figura 30. Monitoreo de la integridad del péptido posterior al tratamiento de intercambio 

del contraión con HCl por RP-HPLC.  

Los resultados de la caracterización espectroscópica por FT-IR de los dos péptidos, junto 

con la determinación y remoción del contraión TFA y el monitoreo de este paso por FT-IR, 

se encuentran enmarcados en el cumplimiento del objetivo específico 2 de este trabajo. 

9. Capítulo 9: Cuantificación en una matriz 

compleja – Búsqueda de un estándar 

interno peptídico 

Tras el aumento en el desarrollo de productos farmacéuticos de tipo proteico o peptídico, 

existe una creciente necesidad para la investigación (pre)clínica en el desarrollo y la 

aplicación de métodos analíticos para la cuantificación de estas moléculas en matrices 

biológicas complejas79. Los IS se usan comúnmente en ensayos por LC-MS con el objetivo 

de mejorar la exactitud y precisión de la cuantificación, así como la robustez del método80, 

por lo que juega un papel critico en el desempeño de los métodos analíticos, permitiendo 
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compensar y corregir la variabilidad que ocurre tanto en el pretratamiento de la muestra 

como en el proceso de ionización de la molécula. 81 

Idealmente, un IS debe tener una alta pureza, ser estable, debe ser estructuralmente 

similar al analito de interés y debe resolverse de forma adecuada en el método analítico 

empleado79 82. Para el análisis de péptidos y en general los análisis por LC-MS, un IS 

marcado isotópicamente es una de las alternativas más utilizadas. No obstante, estas 

moléculas marcadas con isotopos estables son difíciles de obtener con una adecuada 

pureza y tienen un elevado costo, por lo que la búsqueda de IS alternos, como pueden ser 

análogos estructurales de naturaleza peptídica, es una adecuada estrategia para el 

desarrollo de métodos de cuantificación de péptidos.83  

El presente capitulo se dividió en dos subcapítulos: La primera parte consistió en la 

búsqueda de un IS peptídico que fuera adecuado para la cuantificación de péptidos, 

mientras que la segunda parte consistió en el desarrollo de un método para la evaluación 

y determinación del contenido de los dos modelos peptídicos en una matriz compleja en 

función del tiempo.   

9.1 Búsqueda y evaluación de un IS peptídico 

La selección de un IS depende de factores como disponibilidad de la molécula, costos, 

entre otros79. Aunque las metodologías que involucran equipos de LC-MS trabajan con IS´s 

marcados isotópicamente, para el análisis rutinario por RP-HPLC es posible trabajar con 

péptidos análogos como IS´s que tienen propiedades como las del analito de interés, que 

se resuelven en el sistema cromatográfico, y que son estables bajo las condiciones 

evaluadas. La mala estabilidad in vivo es uno de los mayores inconvenientes para la 

evaluación de péptidos en matrices biológicas y, por tanto, es un aspecto clave para 

considerar en la cuantificación de péptidos en sistemas biológicos complejos.84 

Existen varias alternativas para mejorar los parámetros fisicoquímicos, de estabilidad y 

farmacocinéticos de los péptidos, entre las que destacan la dimerización (aumento de la 

polivalencia) y la funcionalización (con motivos peptídicos o no peptídicos). Además, el uso 

de los péptidos denominados como “signature-peptides”, como aquellos derivados de 

ensayos de digestión proteolítica o ensayos de metabolismo, se han reportado como 

estándares óptimos para el análisis de péptidos en matrices biológicas.85 
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En el presente subcapítulo, se evaluaron tres péptidos que se encontrarán dentro de estos 

grupos de moléculas, con el fin de evaluar la estabilidad de cada uno en la matriz biológica. 

Específicamente, se evaluó el modelo dimérico de este trabajo ((RRWQWRFKKLG)2-K-

Ahx), un péptido lineal derivado de LfcinB funcionalizados en los extremos N- y C-terminal 

con el tripéptido RGD (RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD), y un péptido derivado de 

la Sermorelina y que se ha descrito previamente como un metabolito de esta proteína 

(Sermorelina 22-29 - LLQDIMSR).  

El péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx se escogió con el fin de evaluar la estabilidad de un 

péptido de mayor polivalencia, junto con el posible efecto que puede tener el espaciador 

Ahx sobre la estabilidad de la molécula. El péptido RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD 

se escogió para determinar la estabilidad de un péptido lineal, y además la funcionalización 

con el motivo RGD se ha reportado previamente como una estrategia para disminuir la 

unión del péptido a proteínas séricas, lo cual podría favorecer la disponibilidad de esta 

molécula en ensayos de actividad anticancerígena y de viabilidad celular86. Finalmente, el 

péptido Sermorelina 22-29 (LLQDIMSR) se empleó para evaluar la estabilidad de un 

“signature-peptide”. Puesto que la Sermorelina se ha reportado como agente dopante, la 

Sermorelina 22-29 es un metabolito que se ha obtenido de ensayos sobre la proteína87, 

por lo que puede presentar una buena estabilidad en una matriz compleja.  

Para evaluar la estabilidad de los péptidos se tomó como matriz compleja el medio de 

cultivo RPMI, el cual es el medio de cultivo que empleamos en el grupo SAMP para el 

crecimiento de la línea celular HeLa, la cual es un tipo de línea celular derivada de una 

muestra de cáncer de cuello uterino (cáncer cervical)88. Dicha línea se ha establecido como 

el linaje celular más ampliamente utilizado en la investigación científica, y en especial, en 

el descubrimiento de nuevos fármacos anticancerígenos88 89 90. Previamente se ha descrito 

y reportado el uso de células HeLa para dilucidar el mecanismo de acción91, y para 

determinar diferentes propiedades biofísicas92 de PAC´s. La evaluación de los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx se realizó teniendo en cuenta el ensayo de 

proteómica y peptidómica reportado por Xu et al.93, y el análisis cuantitativo en el 

sobrenadante de células descrito por Zhu et al.94 

El ensayo se realizó disolviendo cada péptido (0,5 mg/mL) en el medio RPMI en tres 

condiciones distintas: i) el medio de cultivo sin suplementación, ii) el medio de cultivo 

suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 20%, iii) el medio de cultivo obtenido 
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posterior a un ensayo de actividad anticancerígena con células HeLa (que permitiría 

evaluar condiciones preliminares para caracterizar el péptido en este medio posterior a un 

ensayo de actividad biológica). Las muestras se incubaron a 37ºC por 1, 2 y 4 horas, 

posterior a este tiempo se les adiciono 100 µL de ACN y se ultra centrifugaron con el fin 

de precipitar las proteínas del medio. Estas soluciones se analizaron por RP-HPLC 

(Método III) usando el equipo Hitachi Primaide™, y por LC-MS usando el equipo de masas 

Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap™.  

Los análisis mostraron que a estos tiempos de ensayo únicamente el péptido Sermorelina 

22-29 fue estable en todos los tiempos evaluados. Aunque las condiciones del medio RPMI 

mostraron ser suaves para los péptidos y por lo tanto no se degradaron en su totalidad tras 

1 hora de evaluación (Tabla 18), si se observaron productos de degradación para el péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx y para el péptido RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD.  

Tabla 18. Características de los péptidos evaluados como posibles IS y porcentaje de 

recuperación para los 3 ensayos en el medio RPMI tras una hora de evaluación. 

Péptido (Secuencia) 
Pureza 

(%) 
%PPB 

% de recuperación 

Medio 

RPMI 

Medio RPMI 

+ 20% SFB 

Medio RPMI 

tratado con HeLa 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 89 75,01 96% 78% 72% 

RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD 92 56,68 95% 91% 81% 

LLQDIMSR 90 8,04 ≥100% ≥100% ≥100% 

 

Los péptidos evaluados mostraron valores de % de recuperación por encima del 75% tras 

1 hora de evaluación en los 3 ensayos. Este parámetro permite sugerir que los 3 péptidos 

servirían como IS para cuantificar péptidos en esta matriz compleja.  

No obstante, debido a que las condiciones del medio RPMI en los 3 casos no eran tan 

fuertes, especialmente en comparación con matrices biológicas más complejas (como 

puede ser la orina, suero, plasma, sangre total), se escogió el péptido que presento la 

mayor estabilidad en los 3 casos, específicamente se escogió la Sermorelina 22-29 como 

el péptido más adecuado como IS para ensayos de cuantificación de péptidos en matrices 

biológicas.  
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9.2 Cuantificación de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-
K-Ahx en una matriz compleja 

Aunque el objetivo principal del capítulo consistió en cuantificar los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx en el medio de cultivo RPMI (medio de 

cultivo de la línea celular HeLa), los resultados de búsqueda de un IS mostraron 

adicionalmente que el péptido dimérico se degrada en diversos fragmentos al cultivarse en 

este medio.  

Los fragmentos se evaluaron por LC-MS y LC-MS/MS y los respectivos productos de 

degradación se encuentran en la Figura 31. Este parámetro sirvió como un criterio de 

caracterización adicional, puesto que estos fragmentos peptídicos podrían utilizarse como 

biomarcadores para monitorear el péptido después de cultivarlo y evaluar su actividad in 

vitro en una línea celular.  

La Figura 31 muestra que tras 1 hora de evaluación en el medio RPMI, se obtienen por lo 

menos 4 fragmentos de degradación que corresponden a péptidos más cortos (de 6 

residuos de aminoácidos o menos). Al dilucidar los espectros de masas y masas en tándem 

se obtuvo que todos los residuos presentaban una diferencia de 1 unidad de masa, lo cual 

probablemente se debe a que los fragmentos del péptido se hidroxilaron en el extremo C-

terminal.  

Es de resaltar que los fragmentos de degradación tienen una característica en común, la 

cual es que o son el motivo mínimo de actividad de la LfcinB (20RRWQWR25), o son 

fragmentos derivados de esta secuencia (20RRWQW24, 21RWQWR25, 22WQW24). Estos 

resultados confirman la importancia del motivo mínimo de actividad de la LfcinB y 

establecen esta secuencia como un fragmento clave para monitorear péptidos derivados 

de la LfcinB en matrices complejas.  

Para evaluar la concentración de los péptidos en función del tiempo se empleó la misma 

metodología empleada en el subcapítulo anterior, para el análisis de ambos péptidos en el 

sobrenadante del medio de cultivo RPMI. Inicialmente, se construyeron dos curvas de 

calibración para los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx empleando 

Sermorelina 22-29 como IS. 

Los Stock del IS y de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx se 

prepararon por pesada, llevando cada uno a una concentración final aproximada de 2 mg 
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g-1. Se trabajaron cinco niveles de concentración para cada curva. Los niveles de 

concentración que se evaluaron se prepararon igualmente por pesada y fueron de 0,1; 0,2: 

0,3; 0,4; 0,5 mg g-1. Las muestras fueron analizadas tanto por RP-HPLC como por LC-MS. 

Los datos de las curvas de calibración se encuentran en la Tabla 19 y las gráficas de la 

regresión lineal se encuentran en la Figura 32.  

 

Figura 31. Fragmentos de degradación del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx después 

de su cultivo en el medio RPMI. La presencia de los fragmentos se confirmó por análisis 

mediante LC-MS y LC-MS/MS.   
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Figura 32. Curva de calibración de los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-

K-Ahx empleando como IS Sermorelina 22-29 para cada péptido. a) Grafica de relación 

de áreas en función de la relación de concentración del péptido RWQWRWQWR y el IS. 

b) Grafica de relación de áreas en función de la relación de concentración del péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx y el IS. 

Tabla 19. Datos de la cuantificación por IS de los péptidos modelos RWQWRWQWR y 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

  Curvas de calibración empleando Sermorelina 22-29 como IS   

LfcinB (21-25)pal: RWQWRWQWR 26[F] LfcinB (20-30)2: (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

Nivel 
Concentración 

péptido (mg g-1) 

Área 

(mAU) 

Concentración 

IS (mg g-1) 

Área 

(mAU) 
Nivel 

Concentración 

péptido (mg g-1) 

Área 

(mAU) 

Concentración 

IS (mg g-1) 

Área 

(mAU) 

1 0,102 2997477 0,498 3544437 1 0,109 1844156 0,517 4500380 

2 0,204 5026682 0,489 3495385 2 0,201 3360935 0,507 4396736 

3 0,310 7482347 0,511 3633760 3 0,311 5064151 0,516 4513997 

4 0,411 11855897 0,510 4608317 4 0,403 7340627 0,515 4494743 

5 0,522 15095131 0,500 4799118 5 0,517 9089161 0,516 4530342 

R2 0,9988 R2 0,9934 

 

Para retar las curvas de calibración, se preparó una solución de cada péptido (0,3 mg/mL) 

junto con su IS (0,5 mg/mL), se disolvieron en el medio RPMI con las 3 condiciones 

descritas previamente, y se dejó la reacción incubando a 37ºC por 1 hora. Posteriormente, 

se adicionaron 100 µL de ACN para precipitar las proteínas del medio, se ultra centrifugo 

la muestra y se filtró por membrana de 0,22 µm.  

El péptido lineal mostro no ser lo suficientemente estable bajo las condiciones de 

evaluación del medio suplementado con SFB y el medio tratado previamente con células 

HeLa, mostrando en estos casos % de recuperación inferiores al 50% tras el tiempo de 
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evaluación. Este resultado concuerda con un trabajo previo del grupo SAMP donde el 

péptido RWQWRWQR mostro una degradación >90% en medio RPMI suplementado con 

SFB al 10% tras 2 horas de reacción86. La concentración que se determinó para el péptido 

en el medio RPMI sin suplementación fue de 0,082 mg g-1, que corresponde a un 27,48% 

de la muestra real. Por otra parte, el péptido dimérico si se encontró dentro de valores de 

% de recuperación óptimos, probablemente por la estabilidad mejorada que tienen los 

dímeros frente a los péptidos lineales. Su concentración para el medio sin suplementar, 

suplementado con SFB y tratado con células HeLa fue de 0,295 mg g-1 (98,24%), 0,241 

mg g-1 (80,22%), 0,198 mg g-1 (65,90%) respectivamente.  

Estos resultados demuestran que la evaluación y cuantificación de los péptidos en una 

matriz como lo es el medio de cultivo puede depender de diversos factores, entre esos la 

suplementación del medio, el nivel de concentración de proteínas que se encuentra en el 

mismo, la naturaleza del péptido de interés y sus propiedades fisicoquímicas, entre otros 

factores.  

Los resultados de la caracterización y cuantificación de los péptidos RWQWRWQWR y 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx.en el medio de cultivo de las células HeLa (medio RPMI) se 

encuentran enmarcados en el cumplimiento del objetivo específico 3 de este trabajo. 

Conclusiones 

Se empleó la metodología de SPPS-Fmoc/tBu para obtener 3 lotes de los péptidos 

RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx, los cuales se obtuvieron con altos 

rendimientos y pureza, mostrando que el escalamiento de la síntesis a lotes de 100 mg no 

afecta la viabilidad sintética. Aunque la síntesis de ambas moléculas se desarrolló con 

éxito, es importante mencionar que a nivel de costos la síntesis química de un péptido 

dimérico es mayor que la de un péptido monomérico. De igual manera, este aumento en 

la polivalencia puede aumentar el número de impurezas de la molécula, disminuyendo el 

contenido del péptido en la muestra y generando nuevos retos para el desarrollo de estas 

moléculas hacia medicamentos. La metodología de síntesis mostro ser apropiada para la 
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obtención de los dos péptidos, por lo que es una herramienta importante en la obtención 

de péptidos bioactivos por métodos sintéticos. Estos lotes se emplearon para implementar, 

desarrollar y optimizar metodologías analíticas recomendadas por documentos oficiales 

(por ejemplo, farmacopea USP) para la caracterización de ambos modelos peptídicos.    

Se emplearon modelos bioinformáticos que permitieron establecer y predecir propiedades 

fisicoquímicas relevantes en la caracterización de ambos péptidos (PI, solubilidad, 

toxicidad, entre otros). Adicionalmente, el valor SAscore permitió confirmar la complejidad 

estructural del péptido dimérico frente al péptido monomérico, lo que se puede traducir en 

una mayor dificultad sintética y mayor dificultad en la caracterización completa del dímero 

frente al monómero (por ejemplo, como se discutió en los capítulos de RP-HPLC, LC-MS 

y RMN).   

El análisis cromatográfico consistió en el desarrollo de un método por RP-HPLC, en donde 

inicialmente se caracterizaron y compararon 3 columnas cromatográficas C18 con 

diferente naturaleza de fase estacionaria (columna Core-Shell, empacada y monolítica) y 

mediante el modelo de van Deemter se obtuvo que la columna Chromolith RP-18e 

(monolítica) presento los mejores parámetros cromatográficos para el análisis de péptidos 

de diferente tamaño y con diferentes propiedades fisicoquímicas.  

El método de análisis se optimizo analizando una mezcla de 6 péptidos sintéticos, se 

empleó la ecuación del factor de retención en el gradiente con este fin y se tomó como 

método de partida un método reportado previamente por el grupo SAMP, llevando el 

método hasta un tiempo de análisis de 6 minutos conservando una adecuada resolución 

en cada uno de los métodos desarrollados.  

La espectrometría de masas de alta resolución permitió confirmar la masa exacta de los 

dos péptidos, y determinar señales características de cada molécula que permitirán su 

identificación inequívoca. Adicionalmente, la evaluación por masas en tándem permitió 

confirmar la secuencia del péptido lineal, mientras que la secuencia completa del péptido 

dimérico no fue posible determinarla probablemente por la complejidad estructural de esta 

molécula, y la dificultad en la predicción del proceso de ionización de péptidos en ensayos 

de MS y MS/MS. El desarrollo y cumplimiento de los capítulos del análisis cromatográfico 

y análisis por espectrometría de masas están enmarcados en el cumplimiento de los 

objetivos específicos 1 y 3.  
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Se logro caracterizar estructuralmente ambos modelos peptídicos mediante técnicas 

espectroscópicas, específicamente RMN (1D y 2D), y FT-IR. Adicionalmente, la 

metodología de FT-IR permitió evaluar y cuantificar el contenido del contraión (TFA) en los 

péptidos, y de igual manera permitió monitorear el proceso de intercambio de este 

contraión por uno más inocuo y aceptado por agencias regulatorias internacionales (HCl). 

El % de TFA determinado de forma preliminar por ATR para los péptidos RWQWRWQWR 

y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx fue de 22,4% y 36,2%, respectivamente. El medio más 

apropiado para realizar el intercambio del contraión se estableció mediante un diseño 

factorial de Plackett-Burman, y se encontró que consiste en una solución de HCl en un 

solvente orgánico (ACN), donde realizar dos o más ciclos de este proceso parecen tener 

mayor influencia en el proceso de intercambio del contraión. La caracterización por 

métodos espectroscópicos (RMN y FT-IR) está enmarcada en el cumplimiento del objetivo 

específico 2.  

El proceso de cuantificación de los péptidos se realizó por RP-HPLC y se confirmaron la 

naturaleza de los fragmentos obtenidos en una matriz compleja mediante LC-MS. Ambas 

metodologías de cuantificación se realizaron por estándar interno. Mediante RP-HPLC-

DAD a 280 nm y usando L-triptófano como IS se determinó que el contenido del péptido 

RWQWRWQWR es del 56,85%, mientras que para el péptido dimérico 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx es de 44,75%.  

Al evaluar ambos péptidos en una matriz compleja como lo es el medio de cultivo RPMI se 

obtuvo que el péptido lineal no fue estable a 1 hora de evaluación, obteniendo un % de 

recuperación de 27,48% para el medio sin suplementación, mientras que el péptido 

dimérico presento una estabilidad mejorada en esta matriz y a ese mismo tiempo de 

evaluación permitió su cuantificación en los 3 ensayos realizados (medio de cultivo sin 

suplementar, suplementado y tratado con células HeLa). El péptido Sermorelina 22-29 fue 

identificado como un adecuado IS para cuantificar péptidos en matrices biológicas 

complejas. Las actividades desarrolladas en la cuantificación de los péptidos, 

especialmente en la matriz compleja del medio de cultivo, están enmarcadas en el 

cumplimiento del objetivo específico 3.   

Un resumen de los resultados más relevantes obtenidos para los dos péptidos, y la 

comparación entre sí para un péptido monomérico y uno dimérico, se encuentra reportado 

en la Tabla 20.  
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Tabla 20. Resultados compilados de la caracterización de los péptidos RWQWRWQWR 

y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

Metodología Analítica y 

Parámetro evaluado 

LfcinB (21-25)pal: 

RWQWRWQWR 

26[F] LfcinB (20-30)2: 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

RP-HPLC Pureza cromatográfica 92% (Lote 3) 89% (Lote 3) 

RP-HPLC 

Método III (tR) 10,4 min 9,3 min 

Método IV (tR) 6,9 min 5,4 min 

Método V (tR) 5,5 min 4,6 min 

LC-MS/ESI 
Masa teórica 1485,76 Da 3341,97 Da 

Masa experimental 1485,76009 Da 3341,96943 Da 

RP-HPLC-DAD Contenido de péptido 56,85% 46,01% 

FT-IR Contenido de contraión 22,4% 36,2% 

RP-HPLC 

LC-MS/ESI 

% de Recuperación en 

Medio RPMI 
27,48% 98,24% 

 

La presente tesis pretende ampliar los estudios de caracterización de péptidos sintéticos, 

buscando desarrollar e implementar metodologías apropiadas para evaluar estas 

moléculas, y para soportar sus ensayos (pre)clínicos con el objetivo de favorecer su 

desarrollo hacia medicamentos que permitan tratar diferentes patologías.   
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Anexos 

A. Anexo A: Programas de elución 
para la purificación de los péptidos 
por RP-SPE.  

Debido a que se requería obtener el péptido lineal y el péptido dimérico con alta pureza, 

se construyeron dos programas de purificación por RP-SPE para cada péptido (Tabla 21 y 

22 respectivamente). Las fracciones obtenidas se analizaron por RP-HPLC-DAD y 

aquellas en las que se encontraba el péptido con alta pureza cromatográfica fueron 

recolectadas y se liofilizaron (fracciones representadas en rojo en las Tablas 21 y 22).  

Los péptidos puros se analizaron por RP-HPLC-DAD, obteniéndose purezas 

cromatográficas de 92% para el péptido RWQWRWQWR y 89% para el péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx (Figuras 6b y 7b respectivamente del capítulo 1: Obtención de 

los péptidos RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx)). 
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Tabla 21. Programa de purificación por RP-SPE empleado para el péptido 

RWQWRWQWR. 

Programa de purificación por RP-SPE 

Fracción 

% Solvente 

B en la fase 

móvil 

Volumen de solvente 

B para la elución de 

cada fracción (µL) 

Volumen de solvente 

A para la elución de 

cada fracción (µL) 

Volumen total de 

elución de cada 

fracción (mL) 

1 0 0 12000 12 

2 5 600 11400 12 

3 20 2400 9600 12 

4 25 3000 9000 12 

5 26 3120 8880 12 

6 33 3960 8040 12 

7 50 6000 6000 12 

8 100 12000 0 12 

 

Tabla 22. Programa de purificación por RP-SPE empleado para el péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

Programa de purificación por RP-SPE 

Fracción 

% Solvente 

B en la fase 

móvil 

Volumen de solvente 

B para la elución de 

cada fracción (µL) 

Volumen de solvente 

A para la elución de 

cada fracción (µL) 

Volumen total de 

elución de cada 

fracción (mL) 

1 0 0 12000 12 

2 5 600 11400 12 

3 10 1200 10800 12 

4 12 1440 10560 12 

5 14 1680 10320 12 

6 15 1800 10200 12 

7 16 1920 1080 12 

8 17 2040 9960 12 

9 18 2160 9840 12 

10 19 2280 9720 12 

11 20 2400 9600 12 

12 21 2520 9480 12 

13 25 3000 9000 12 

14 50 6000 6000 12 

15 100 12000 0 12 
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B. Anexo B: Resultados 
complementarios y espectros 
bidimensionales RMN de los péptidos 
RWQWRWQWR y (RRWQWRFKKLG)2-
K-Ahx 

Los espectros de RMN para ambos péptidos se realizaron en agua deuterada D2O debido 

a su solubilidad en este solvente. Los espectros 2D-COSY, 2D-TOCSY y 2D-NOESY para 

el péptido monomérico RWQWRWQWR se encuentran en las Figuras 33, 34 y 35 

respectivamente. En las Figuras se resaltan las siguientes regiones: 1. Protón del grupo 

amida (HN); 2. Protones del anillo aromático (Trp) y protones de las cadenas laterales de 

Gln y Arg; 3. αH de los aminoácidos Arg, Trp y Gln; 4. βH de los aminoácidos Trp y Gln; 5. 

βH de la Arg.  

 
Figura 33. Espectro 1H-1H COSY del péptido RWQWRWQWR. 
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Figura 34. Espectro 1H-1H TOCSY del péptido RWQWRWQWR. 

 
Figura 35. Espectro 1H-1H NOESY del péptido RWQWRWQWR. 

Los espectros 2D-COSY y 2D-TOCSY permitieron establecer la posible presencia de los 

aminoácidos de la molécula al identificar el sistema spin de cada aminoácido. De esta 

forma se puede identificar la composición de aminoácidos del péptido RWQWRWQWR, 

aunque identificar la secuencia exacta no fue posible, principalmente porque en el análisis 

de los espectros algunas señales se sobreponen entre si lo que dificulta su análisis. No 
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obstante, se pudieron establecer las señales características para los aminoácidos Arg, Trp 

y Gln. Estas señales en el TOCSY se procedieron a analizar por el espectro NOESY, donde 

se puede evaluar por correlaciones NOE las interacciones protón-protón en otros sistemas 

spin. Aunque el espectro es complejo, es posible correlacionar las señales características 

del Trp-Arg y Trp-Gln, lo que concuerda con la secuencia peptídica evaluada.   

El espectro 2D-COSY para el péptido dimérico (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx se encuentra 

en la Figura 36. En las Figuras se resaltan las siguientes regiones: 1. Protones de los 

anillos aromáticos (Trp y Phe) y protones de las cadenas laterales de Gln y Arg; 2. αH de 

los aminoácidos Arg, Trp, Gln, Phe, Lys, Leu, Gly; 3. βH de los aminoácidos Trp y Phe; 4. 

βH de los aminoácidos Gln, Arg, Leu, Lys; 5. Protones alifáticos de la cadena lateral de 

Leu. 

 

Figura 36. Espectro 1H-1H COSY del péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx. 

La caracterización estructural del péptido dimérico presentó mayores dificultades, 

principalmente porque los espectros TOCSY y NOESY no otorgaron más información 

puesto que no se observó con claridad señales que permitan hacer una correlación intra- 

e inter-residuos. No obstante, el espectro 2D-COSY si permitió identificar señales 

características de los aminoácidos de la molécula, lo cual podría emplearse como un 

criterio de control de calidad para este péptido.  
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C. Anexo C: Resultados 
complementarios de la cuantificación 
de los péptidos a 280nm empleando 
Triptófano como IS 

Las curvas de calibración se evaluaron analizando cada péptido junto con el IS (triptófano) 

por RP-HPLC-DAD.  Los Stock del IS y de los péptidos RWQWRWQWR y 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx se prepararon por pesada, llevándolos a una concentración 

final aproximada de 2 mg g-1 para el IS, y 5 mg g-1 para cada uno de los péptidos. Se 

trabajaron siete niveles de concentración para cada curva. Los niveles de concentración 

que se evaluaron se prepararon igualmente por pesada y fueron de 0,1; 0,3: 0,5; 0,7; 0,9; 

1,1; 1,3 mg g-1. Los valores de las curvas de calibración de ambos péptidos por IS se 

muestran en la Tabla 23. Los gráficos de residuales y de sensibilidad para ambas curvas 

se muestran en las Figuras 37 y 38.  

Los valores obtenidos de las ecuaciones para cuantificar ambos péptidos a 280 nm 

mostraban concordancia entre sí, no obstante, al observar la variación en la cuantificación 

del péptido dimérico, se observa que el primer nivel de la curva presentó un valor atípico. 

Esto se confirmó observando el grafico de sensibilidad. Este nivel de la curva se descartó 

empleando la prueba de Grubbs. Mediante esta prueba se obtuvo que la estadística de 

prueba, G, tuvo un valor de 1,38 mientras que el Gcritico tuvo un valor de 1,62. Al ser el 

estadístico de prueba menor que el valor crítico, se puede concluir que este valor de la 

curva es un dato atípico en este conjunto de datos.   

Tabla 23. Valores obtenidos de la cuantificación de los dos modelos peptídicos por RP-

HPLC-DAD empleando Triptófano como IS. 

  Curvas de calibración empleando L-Triptófano como IS   

LfcinB (21-25)pal: RWQWRWQWR 26[F] LfcinB (20-30)2: (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx 

Nivel 
Concentración 

péptido (mg g-1) 

Área 

(mAU) 

Concentración 

IS (mg g-1) 

Área 

(mAU) 
Nivel 

Concentración 

péptido (mg g-1) 

Área 

(mAU) 

Concentración 

IS (mg g-1) 

Área 

(mAU) 

1 0,104 3801074 0,102 12188460 1 0,103 1102946 0,101 12206022 

2 0,295 10899804 0,104 12467109 2 0,301 3799041 0,100 11981965 

3 0,498 18226507 0,100 11926378 3 0,507 6692420 0,098 12028830 

4 0,7107 26176079 0,102 12162226 4 0,705 9426389 0,100 12057009 

5 0,912 33429848 0,100 12052663 5 0,907 12162237 0,100 12000105 

6 1,082 39201489 0,100 12085713 6 1,108 14964715 0,100 12052809 

7 1,299 47545783 0,100 11992463 7 1,278 17315733 0,096 11611973 

R2 0,9998 R2 0,9999 
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Figura 37. Gráfico de residuales (a) y grafico de sensibilidad (b) de la cuantificación del 

péptido RWQWRWQWR a 280 nm por IS empleando L-Triptófano. 

 
Figura 38. Gráfico de residuales (a) y grafico de sensibilidad (b) de la cuantificación del 

péptido (RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx a 280 nm por IS empleando L-Triptófano. 
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