
 

 
 

 

Implementación y optimización del 

proceso sintético para el cambio del 

contraión de trifluoroacetato a 

clorhidrato o acetato en péptidos 

sintéticos derivados de LfcinB  

 

 

 

 

 

Amalia Giselle López Sánchez 
 

 
 

 

Universidad Nacional de Colombia 

Facultad de Ciencias – Área Curricular Química 

Maestría en Ciencias Química – Modalidad Investigación 

Bogotá D. C., Colombia 

2024 





 

Implementación y optimización del 

proceso sintético para el cambio del 

contraión de trifluoroacetato a 

clorhidrato o acetato en péptidos 

sintéticos derivados de LfcinB  

 

 

 

Amalia Giselle López Sánchez 
 

 

 

 

Tesis presentada como requisito parcial para optar al título de: 

Magister en Ciencias - Química 

 

 

 

 

Director (a): 

Ph.D. Javier Eduardo García Castañeda 

 

 

 

Línea de Investigación: 

Química analítica  

Grupo de Investigación: 

Síntesis y Aplicación de Moléculas Peptídicas 

 

 

Universidad Nacional de Colombia 

Facultad de Ciencias – Departamento de Química 

Bogotá D.C, Colombia 

2025 





 

(Dedicatoria o lema) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porque yo conozco los planes que tengo para 

ustedes —afirma el Señor—, planes de bienestar y 

no de calamidad, a fin de darles un futuro y una 

esperanza. 

Jeremías 29:11  

 

 

 

 

"Nada en la vida debe ser temido, solamente comprendido. 

Ahora es el momento de comprender más para temer 

menos". 

Marie Curie 

 





 

Declaración de obra original 
 

Yo declaro lo siguiente: 

 

He leído el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional. 

«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al 

respeto de los derechos de autor. Esta disertación representa mi trabajo original, excepto 

donde he reconocido las ideas, las palabras, o materiales de otros autores.  

 

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertación, he realizado 

su respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y referencias 

bibliográficas en el estilo requerido. 

 

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de 

autor (por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta o grandes porciones de texto). 

 

Por último, he sometido esta disertación a la herramienta de integridad académica, definida 

por la universidad.  

 

 

 

Amalia Giselle López Sánchez 

Nombre 

 

Fecha 16/09/2025



 

Agradecimientos 
 

Primero quiero agradecer al Dios que conocí durante la realización de esta maestría "Jireh: 

Dios Proveedor" 

A la Universidad Nacional de Colombia que abrió las puertas para cursar allí mi pregrado y 

posgrado. Asimismo, a la Dirección Académica por otorgarme la Beca Asistente Docente y 

a la Facultad de Ciencias por la Beca de Exención de Derechos Académicos, las cuales 

fueron una gran ayuda para financiar esta maestría.  

Al financiamiento por parte de MinCiencias con el Proyecto "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, identificado con el código 

456422". 

Especialmente agradezco al profesor Javier García quien se desempeñó como director de 

esta tesis, por su continuo acompañamiento y paciencia en la realización de esta maestría, 

asimismo por su trabajo duro, por cultivar un sentido crítico y por siempre buscar soluciones 

en medio de las dificultades. 

A la profesora Zuly Rivera codirectora del grupo de investigación por su ayuda en la 

resolución de problemas, igualmente por su esfuerzo y dedicación. Y ambos profes quiero 

agradecer por poner primero a sus estudiantes, por preocuparse del bienestar de cada uno de 

nosotros. Por su ayuda en tiempos difíciles y por su sabiduría a la hora de resolver conflictos.  

Al Dr. Diego Insuasty por su mentoría en esta trayectoria, acompañamiento, apoyo integral 

y por su alta disposición al momento de resolver mis preguntas. A Kevin Huertas y Mateo 

Gonzáles por su disposición y asesoramiento cada vez que tenía una duda o un problema.    



Contenido IX 

 

 

En general al Grupo de Síntesis y Aplicación en Moléculas Peptídicas (SAMP), a mis 

amigos y compañeros ahí, por ser de ayuda y ser un apoyo durante la realización de esta 

tesis. En especial gracias a Karla, Daniel, Víctor, David Ramírez, Juanes, David Parada, 

Luisa, Kelin, Andrea, Dennis y Edwar. 

Agradezco a mis amigos de la carrera en especial a Laura Leal por ser un soporte en tiempos 

muy difíciles y por estar ahí siempre. A Paola, Heidy, Leonardo por estar presentes y 

animarme. A Laura Melo por siempre estar atenta. También agradecer al grupo de Unbroken 

UNAL por ser un lugar de refugio, de descanso y de catarsis. 

A mi familia por apoyarme en la realización de esta maestría y por animarme a continuar. 

En especial agradecer a mi mama, mi papa, mi hermana y mi cuñado por estar presentes y 

estar pendientes durante este tiempo. 

A las personas que tal vez no nombre pero que sin duda fueron un gran apoyo durante la 

realización de esta tesis de maestría.  

 

 

 





Resumen  XI 

 

Resumen 

 

Se han identificado péptidos que hacen parte de la primera línea de defensa de los 

organismos (respuesta inmune innata) frente a patógenos y se conocen péptidos 

antimicrobianos (PAMs). Algunos PAMs ejercen efecto citotóxico en líneas celulares 

humanas derivadas de diferentes tipos de cáncer, por lo que se conocen como péptidos 

anticancerígenos (PACs). En la etapa de identificación de moléculas promisorias 

generalmente los péptidos son obtenidos mediante síntesis química en fase sólida utilizando 

la estrategia Fmoc/tBu y purificados por extracción en fase sólida RP-SPE, utilizando como 

par iónico el ácido trifluoroacético. Sin embargo, la mayoría de los fármacos son 

comercializados con el contraión clorhidrato o acetato, siendo el trifluoroacetato menos 

frecuente debido a su toxicidad. En esta investigación se diseñaron, desarrollaron e 

implementaron metodologías para intercambiar el ion trifluoroacetato por clorhidrato o 

acetato. Para esto se seleccionaron los PACs/PAMS promisorios: Los péptidos 

(RRWQWRRLLR)2K-Ahx, (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx, KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

y RRWQWRRWQWR. En primer lugar, estos péptidos se obtuvieron en forma de sal, 

siendo el contraión el ión trifluoroacetato (CF3COO-). Se identificaron los pasos críticos del 

proceso y se establecieron las condiciones óptimas para el cambio del contraión de los 

péptidos, siendo la metodología optimizada eficiente, rápida, de bajo costo y amigable con 

el medio ambiente. Adicionalmente, se desarrolló una metodología novedosa por RP-SPE 

para el intercambio del contraión en un solo proceso. El intercambio del contraión fue 

monitoreado y los productos finales fueron caracterizados por RP-HPLC, LC-MS, RMN y 

FT-IR. Los resultados indican que el intercambio del contraión no afectó la integridad ni 

identidad del péptido.  
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Por otro lado, se evaluó la actividad antimicrobiana de los péptidos en cepas de E. coli y S. 

aureus y el efecto citotóxico en líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 y de cuello 

uterino HeLa. Se determinó que el cambio del contraión no afectó la actividad antibacteriana 

ni la actividad anticancerosa de los péptidos. Los resultados sugieren que los métodos 

desarrollados pueden ser implementados de manera rutinaria en la síntesis de péptidos en 

fase sólida y que el cambio del contraión puede ser realizado de manera eficiente, 

independiente de las propiedades fisicoquímicas de los péptidos como la longitud, 

polaridad, polivalencia, presencia de aminoácidos no naturales o moléculas no proteicas.  

 

Palabras clave: Contraión, péptidos sintéticos, Síntesis en Fase Sólida, anión 

trifluoroacetato, anión acetato, anión cloruro. 
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Implementation and optimization of the synthetic process for replacing 

the trifluoroacetate counterion with either hydrochloride or acetate in 

synthetic peptides derived from LfcinB. 

 

Abstract  

Peptides have been identified as part of the organism's first line of defense (innate immune 

response) against pathogens and are known as antimicrobial peptides (AMPs). Some AMPs 

exert cytotoxic effects on human cell lines derived from different types of cancer and are 

therefore known as anticancer peptides (ACPs). In the stage of identifying promising 

molecules, peptides are generally obtained by solid-phase chemical synthesis using the 

Fmoc/tBu strategy and purified by solid-phase extraction (RP-SPE), using trifluoroacetic 

acid as the ion pair. However, most drugs are marketed with the counterion hydrochloride 

or acetate, with trifluoroacetate being less common due to its toxicity. In this research, 

methodologies were designed, developed, and implemented to exchange the trifluoroacetate 

ion for hydrochloride or acetate. For this purpose, the following promising PACs/PAMS 

were selected: the peptides (RRWQWRRLLR)2K-Ahx, (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx, 

KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR, and RRWQWRRWQWR. These peptides were first 

obtained in salt form, with the counterion being the trifluoroacetate ion (CF3COO-). Critical 

process steps were identified, and optimal conditions for peptide counterion exchange were 

established. The optimized methodology was efficient, rapid, low-cost, and environmentally 

friendly. Additionally, a novel RP-SPE methodology was developed for single-process 

counterion exchange. Counterion exchange was monitored, and the final products were 

characterized by RP-HPLC, LC-MS, NMR, and FT-IR. The results indicate that counterion 

exchange did not affect the integrity or identity of the peptide. 

 

Furthermore, the antimicrobial activity of the peptides was evaluated against E. coli and S. 

aureus strains, and the cytotoxic effect was assessed against MCF-7 breast cancer and HeLa 

cervical cancer cell lines. It was determined that the counterion exchange did not affect the 
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antibacterial or anticancer activity of the peptides. The results suggest that the developed 

methods can be routinely implemented in solid-phase peptide synthesis and that the 

counterion exchange can be performed efficiently, independent of the physicochemical 

properties of the peptides, such as length, polarity, polyvalence, presence of unnatural amino 

acids, or non-protein molecules. 

 

Keywords: Counterion, synthetic peptides, Solid Phase Synthesis, trifluoroacetate anion, 

acetate anion, chloride anion. 
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Introducción 

Los péptidos desempeñan numerosas funciones biológicas por lo que se han utilizado para 

la prevención, el diagnóstico y el tratamiento de patologías en humanos, plantas y animales. 

Desde los años 50 del siglo pasado, la industria farmacéutica ha utilizado los péptidos para 

el desarrollo de fármacos, vacunas, excipientes, moléculas transportadoras, nutracéuticos, 

diagnóstico y seguimiento de enfermedades, entre otros. La aparición cada vez más 

frecuente de medicamentos basados en péptidos refleja su potencial en la industria 

farmacéutica. Algunos de los ejemplos más representativos incluyen la insulina, la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH), calcitonina, vasopresina, oxitocina, leuprolide, octreotide, 

enfuvirtida, etc [1], [2]. Las aplicaciones terapéuticas de los péptidos representan un campo 

de investigación en crecimiento; 26 péptidos fueron aprobados como fármacos entre 2016 y 

2022 por la Food and Drug Administration (FDA), 315 nuevos fármacos fueron aprobados 

en el mismo período de tiempo a nivel global, más de 200 péptidos están en fase clínica, y 

alrededor de 600 péptidos están en fases preclínicas [3]. 

En la búsqueda de nuevos agentes terapéuticos que sean más selectivos y que induzcan 

menos efectos secundarios, los péptidos antimicrobianos (PAMs) surgen como una 

alternativa promisoria. Dentro de los PAMs más estudiados, se encuentra la Lactoferricina 

Bovina (LfcinB), un péptido catiónico de 25 aminoácidos 

(17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41) cuya secuencia se localiza en la región N-

terminal de la Lactoferrina Bovina (BLF). El mecanismo de acción propuesto para este 

péptido catiónico sugiere que los residuos cargados positivamente (Lys, Arg) interactúan 

electroestáticamente con las moléculas cargadas negativamente de la superficie celular (LPS 

o ácido teicoico), lo que permite que los residuos hidrofóbicos (Trp) interactúen con la 

bicapa lipídica de la membrana bacteriana causando su disrupción o lisis celular. En forma 

similar se ha propuesto que los residuos cargados positivamente de los PACs interactúan 
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con las moléculas cargadas negativamente de la superficie de la célula cancerosa 

(fosfatidilserina, mucinas O-glicosiladas, disminución de colesterol y aniones lactato). 

Durante la última década se han evaluado péptidos cortos derivados de LfcinB y se han 

identificado péptidos monoméricos y diméricos promisorios para estudios preclínicos como 

parte del desarrollo de nuevos medicamentos [4].  

Los péptidos a pH fisiológico poseen cargas positivas y negativas dependiendo del grupo α-

amino del extremo N-terminal y las cadenas laterales de los aminoácidos básicos (Lys, Arg, 

His) que poseen carga positiva. Mientras que el grupo carboxilo del extremo C-terminal y 

las cadenas laterales de los aminoácidos ácidos (Asp, Glu) poseen carga negativa. Los sitios 

cargados positivamente interactúan con aniones como Trifluoroacetato (CF3COO-), Acetato 

(CH3COO-), Cl-, etc. Mientras que los sitios cargados negativamente interactúan con 

protones (H+) y cationes (Na+, K+, Ca2+, etc.) [5] 

Los ingredientes farmacéuticos activos (Active Pharmaceutical Ingredient; API), incluidos 

los péptidos, se comercializan en forma de sales debido a su mayor estabilidad física, 

solubilidad, disolución, absorción y polimorfismo. Además, el contraión puede influir 

significativamente en la actividad biológica, las propiedades de Absorción, Distribución, 

Metabolismo y Excreción (ADME) y la toxicidad del fármaco [5], [6]. Durante la síntesis, 

purificación o procesamiento de los API, se pueden formar sales no deseadas, por lo que en 

las monografías de las farmacopeas se incluye la identificación y cuantificación del 

contraión como es el caso de la US Pharmacopeia (USP: 503, 503.1, 1065) y la European 

Pharmacopeia (EP: 2.5.34 y 2.2.20). 

El CF3COO- como contraión está presente en los péptidos obtenidos por Síntesis de Péptidos 

en Fase Solida (SPPS-Fmoc/tBu), debido a que la separación del péptido del soporte sólido 

y la desprotección de las cadenas laterales requiere tratar la resina-péptido con una solución 

que contiene Ácido Trifluoroacético (TFA) al 92,5% v/v. Se ha demostrado que el anión 

CF3COO- como contraión en péptidos afecta la solubilidad, estructura secundaria, toxicidad 

y tiene gran impacto en el peso molecular causando subestimación de la 

concentración/cantidad del péptido en ensayos de actividad [5], [6]. A continuación, se 

mencionan algunos reportes acerca de la influencia del ion CF3COO- en las propiedades de 
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los péptidos; El péptido Amilina con el contraión trifluoroacetato (Amilina-TFA) indujo 

menor proliferación celular en los osteoblastos, en comparación con el péptido Amilina con 

el contraión clorhidrato (Amilina-HCl). El péptido M33-TFA (KKIRVRLSA) presentó más 

toxicidad (entre 5-30%) en células CFBE41o- (células epiteliales bronquiales de fibrosis 

quística), que en el péptido M33 con el contraión acetato (M33-AcOH) [7]. El CF3COO- 

induce efectos secundarios como: trifluoroacetilación de las proteínas causando hepatitis, 

afecta la membrana celular y la catálisis enzimática, entre otros [3]. Además, las sales de 

trifluoroacetato disminuyen la eficacia farmacológica de los APIs en comparación con otros 

contraiones [3].  

La relevancia del contraión en las propiedades fisicoquímicas, conformacionales y de 

actividad hace imprescindible que se exploren metodologías para obtener péptidos con 

contraiones que mejoren sus propiedades fisicoquímicas y de actividad. Las metodologías 

reportadas para el intercambio del contraión de CF3COO- por Cl- implican la disolución del 

péptido en HClac (0,1 - 6 M), incubación a temperatura ambiente (TA), congelación y 

liofilización, proceso que es repetido hasta lograr el cambio completo del contraión [5], [8]. 

Un método alternativo es disolver los péptidos en una solución acuosa de HCl mezclada con 

un solvente orgánico como Acetonitrilo (ACN), Diclorometano (DCM), Metanol (MeOH), 

entre otros. Se incuba la mezcla de reacción, se elimina el solvente por rota evaporación y 

se finaliza con liofilización para obtener el sólido. Sin embargo, este método tiene como 

desventajas que se requiere la manipulación de solventes orgánicos tóxicos y que el producto 

final puede contener solventes residuales clase I y II, lo cual puede afectar la bioseguridad 

(USP <467>) [9]. 

El intercambio del contraión trifluoroacetato por acetato se ha realizado por cromatografía 

de intercambio iónico usando una resina funcionalizada con una sal de amonio cuaternario 

(AG1-X8, 100-200 mesh, 1.2 meq/mL). La resina y el péptido (resina: péptido de 2000:1 

p/p) son mezclados y agitados por 1h, luego la mezcla de reacción se filtra, se lava la resina 

y se eluye el péptido el cual es recuperado como sólido mediante liofilización [10].  

El desarrollo de nuevas metodologías para el intercambio del contraión CF3COO- por Cl- o 

CH3COO- de forma rutinaria, rápida, a bajo costo sería un gran aporte para impulsar el 
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desarrollo de péptidos como fármacos. En esta investigación se identificaron los pasos 

críticos de reacción, se optimizaron las condiciones experimentales e implementaron las 

metodologías para la obtención de péptidos sintéticos con el contraión clorhidrato y/o 

acetato a partir de péptidos con el contraión CF3COO-. Además, se estableció mediante FT-

IR, HPLC, LC-MS, RMN que el cambio del contraión no afectó la integridad ni la identidad 

de los péptidos. Ensayos de actividad antibacteriana en cepas de E. coli ATCC 25922 y S. 

aureus ATCC 29213 y de actividad citotóxica en líneas celulares de cáncer de mama MCF-

7 y de cuello uterino HeLa, evidenciaron que el cambio del contraión no afectó la actividad 

antibacteriana ni anticancerosa de los péptidos obtenidos. 

 

 



 

1.  Marco teórico 

1.1 Síntesis de péptidos 

Una de las metodologías más usadas para la síntesis de péptidos cortos es la síntesis de 

péptidos en fase sólida (SPPS;Solid Phase Peptide Synthesis), que está basada en sintetizar 

la cadena peptídica anclada a un soporte sólido[11]. La SPPS es una metodología versátil 

que permite sintetizar secuencias peptídicas de manera controlada, que no requiere 

purificación de productos intermedios, debido a que los subproductos de las reacciones y 

excesos de reactantes son eliminados por filtración. La SPPS permite incorporar a la 

secuencia aminoácidos no naturales, D-aminoácidos, azúcares, lípidos, moléculas no 

proteicas, entre otros. Además, es posible sintetizar péptidos dendriméricos, diméricos, 

poliméricos, cíclicos, ramificados, etc. La SPPS ha dado lugar a importantes avances en el 

campo de las ciencias combinatorias, que desempeñan un papel fundamental en el diseño y 

descubrimiento de fármacos [12], [13]. En la SPPS se utilizan dos estrategias principales, la 

SPPS-tBoc/Bzl y la SPPS-Fmoc/tBu, las cuales se diferencian en el esquema de protección 

del grupo alfa-amino y las cadenas laterales. La SPPS-Fmoc/tBu utiliza un esquema de 

protección ortogonal, el grupo alfa-amino está protegido con el grupo protector temporal 9-

fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) que es lábil a bases y es removido una vez el aminoácido 

ha sido anclado a la cadena creciente unida al soporte sólido. Las cadenas laterales de los 

aminoácidos están protegidas con grupos lábiles a ácidos y se remueven de manera 

simultánea con el desanclaje del péptido del soporte sólido. La síntesis consiste en unir el 

Fmoc-aminoácido a la resina o la resina-péptido mediante reacciones de sustitución 

nucleofílica acílica entre el grupo amino de la resina o el grupo α-amino del último 

aminoácido anclado y el carbono carbonílico del éster del Fmoc-aminoácido (reacción de 

acople). Luego el grupo Fmoc del aminoácido anclado es removido por tratamiento con 

bases débiles como la piperidina (reacción de desprotección). La síntesis procede con 
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reacciones sucesivas de desprotección y acople hasta incorporar todos los aminoácidos. 

Luego de manera simultánea se remueven los grupos protectores de las cadenas laterales y 

se separa el péptido del soporte sólido, lo cual se logra tratando la resina-péptido con altas 

concentraciones de TFA. En este proceso se forman carbocationes altamente reactivos que 

generan productos indeseables, para evitar esto, se añaden especies nucleofílicas, como el 

agua, TIPS y el EDT [14].  

1.2 Péptidos derivados de la Lactoferricina bovina y Buforina 

1.2.1  Lactoferrina y Lactoferricina Bovina 

La Lactoferrina (LF), es una glicoproteína de 703 aminoácidos con un peso molecular de 80 

KDa, perteneciente a la familia de las transferrinas (proteínas transportadoras de hierro). Se 

encuentra en secreciones exocrinas de mamíferos como leche, lágrimas, saliva y sudor. La 

proteína tiene carga neta positiva, con punto isoeléctrico (pI) entre 8.0 y 8.5 y cuatro sitios 

potenciales de N-glicosilación. La LF tiene la capacidad de secuestrar Fe3+ en los sitios de 

infección, lo que impide el crecimiento bacteriano al limitar de nutrientes esenciales a la 

bacteria. Esta proteína contiene una gran variedad de aminoácidos básicos que le confieren 

propiedades únicas [15]. La Lactoferrina bovina (LFB) ha presentado mayor actividad que 

las lactoferrinas humanas, murinas y caprinas, contra parásitos, hongos, bacterias y virus. 

Varios estudios in vitro mostraron que la LFB inhibe el crecimiento de bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas, entre las que se destacan aislados clínicos resistentes de S. 

aureus y E. coli [15]. La LfcinB (17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41) es 

generada por la hidrólisis de la LFB mediada por la pepsina gástrica, este péptido presenta 

un bucle formado por un enlace disulfuro entre las 19Cys y 36Cys que le confiere propiedades 

estructurales (rigidez y estabilidad) y que ha sido asociado con su efecto antimicrobiano 

[16].  

La LfcinB presenta citotoxicidad selectiva contra diversos tipos de cáncer, como neoplasias 

malignas hematológicas, melanomas y carcinomas; activando diversas vías de señalización 

que incluyen apoptosis, necrosis y arresto del ciclo celular, sin afectar las células normales 

como fibroblastos, células endoteliales y linfocitos T [15]. La secuencia RRWQWR es el 
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motivo mínimo con actividad antimicrobiana y anticancerígena y a partir de este motivo se 

han diseñado péptidos cortos con el fin de identificar moléculas con actividad potenciada.  

1.2.2 Buforina 

La Buforina (BF) es considerada como el primer PAM derivado de una histona; proteínas 

encargadas del empaquetamiento y regulación de los genes en células eucariotas. La 

Buforina I (BFI) contiene 39 aminoácidos (BFI: 

1AGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNK39), aislada del tejido 

estomacal del sapo asiático Bufo gargarizans. La BFI es generada por la proteólisis de la 

histona H2A, causada por la catepsina D [16]. La Buforina II (BFII) consta de 21 

aminoácidos (16TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK36) y es un PAM de amplio espectro, ya 

que ha presentado actividad contra cepas Gram positivas, Gram negativas, bacterias 

multirresistentes, hongos y células cancerígenas. La BFII cuenta con un mecanismo de 

acción que involucra la internalización sin afectar la membrana de la bacteria. La prolina 

está involucrada en el paso del péptido a través de la membrana de las bacterias, 

independientemente de que exista o no un receptor específico. Luego que la BFII atraviesa 

la membrana, esta interactúa directamente con el ADN de la bacteria para interrumpir los 

procesos vitales de la misma [16], [17]. El motivo mínimo de actividad antibacteriana es la 

secuencia BFII (32-35): RLLR y, la incorporación de múltiples copias de esta secuencia en 

PAMs (RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR) generó aumento significativo de la actividad 

antibacteriana contra diferentes cepas [16], [18]. 

1.3 Extracción en fase solida (SPE) 

La Extracción en Fase Sólida (SPE) es una técnica cromatográfica ampliamente usada para 

el pretratamiento (remoción de impurezas, aislamiento de analitos contenidos en matrices 

complejas, etc.), purificación y enriquecimiento de muestras. En la extracción en fase sólida 

por fase reversa (RP-SPE), la fase móvil es polar y la fase estacionaria es no polar (C-8, C-

18, etc.). La columna debe ser activada por tratamiento con MeOH o ACN y equilibrada con 

la fase móvil que contiene una baja concentración del modificador orgánico. La muestra es 

disuelta en la fase móvil, se carga en la columna y se eluye con esta misma fase móvil para 
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permitir que los analitos interactúen con la fase estacionaria y así eliminar las impurezas que 

no son retenidas. Luego los analitos son eluidos mediante un sistema isocrático o de 

gradiente. El desarrollo de la metodología por SPE depende de las propiedades 

fisicoquímicas y la concentración del analito, de la matriz, de la fase estacionaria y de la 

detección [19].  

Para la purificación de péptidos Insuasty y colaboradores [19], desarrollaron una 

metodología semi-preparativa para purificar péptidos por RP-SPE. A partir del tiempo de 

retención (tR), programa de elución de gradiente y del tiempo de demora (𝑡𝐷) del equipo, se 

puede calcular el porcentaje de Acetonitrilo (ACN) en el cual el péptido eluye (ecuación 

1.1).  

%𝐵𝑒 = 𝑡´𝑅 × (
∆B

𝑡𝐺
) + %𝐵𝑖                                                                              (1.1) 

𝑡´𝑅 = 𝑡𝑅 − (𝑡𝑖 + 𝑡𝑜 + 𝑡𝐷)                                                                                  (1.2) 

∆B = (%𝐵𝑓 − %𝐵𝑖)                                                                                    (1.3) 

Donde %Bi es el % de ACN en la fase móvil al inicio del gradiente, %Bf el % de ACN al 

final del gradiente, ∆B es el rango del %ACN en el gradiente (%Binicial-%Bfinal) (ecuación 

1.3), ti es el tiempo de equilibrio, tG es el tiempo de gradiente (tfinal-tinicial), to es el tiempo 

muerto y tD el tiempo de demora. La ecuación 1.1 permite calcular el %Be a partir del tiempo 

de retención corregido (t´R), que depende del tR, ti, to y tD (ecuación 1.2).  

A manera de ejemplo, la figura 1-1 muestra el gradiente 5/5/50/100/100/5 %B en 

0/1/9/9,1/12/12,1/15 min.; el cual comienza en 1 min y termina en 9 min, tG es igual a 8 min; 

%Bi es 5% y el %Bf es 50% entonces ΔB= 45.  
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Figura 1-1: Perfil cromatográfico del péptido crudo KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR utilizando el sistema de 

elución 5/5/50/100/100/5/ %B en 0/1/9/9,1/12/12,1/15 min. 

La Figura 1-1 representa el perfil cromatográfico del péptido KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

donde tR= 6,5 min (pico mayoritario) corresponde a la señal del péptido. La línea punteada 

representa el cambio del %B en el tiempo. El programa de elución comienza en 5% B y se 

mantiene durante 1 min, este tiempo se denomina “tiempo de equilibrio (ti)”; luego el %B 

comienza a aumentar hasta 50% en 8 min, con esta información se calcula el ∆B y el tG para 

determinar la pendiente de la curva y por último el método llega hasta 100% B lo que permite 

que cualquier impureza sea eluida de la columna. Una vez establecido el tR del péptido se 

calcula t’R mediante a ecuación 1.2 (6,5-3 = 3,5 min) y utilizando los datos del programa del 

gradiente se calcula el %Be como sigue:  

%𝐵𝑒 = 3,5 × (
45

𝟖
) + 5 = 25%                                                                            (1.4) 

Para el péptido crudo KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR se obtiene un %Be = 25%, y a partir de 

este valor se crea el programa de elución en gradiente para el método por RP-SPE (Tabla 1) 

usando soluciones de 12 mL. Las fracciones 1, 2 y 3 (0, 5 y 10% B respectivamente) son 

utilizadas para eliminar las impurezas que tienen menor hidrofobicidad que el analito de 

interés. Luego de la elución, las fracciones 4-11 (18-28% B), contienen las impurezas, donde 

las fracciones 7-9 contienen el analito con mayor pureza que se recolectan y se analizan por 

RP-HPLC, y luego son liofilizadas. 
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Tabla 1 Programa de elución del péptido KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR por cromatografía RP-SPE. Las 

fracciones sombreadas fueron analizadas por RP-HPLC.  

Fracción %B µL ACN µL Agua 

1 0 0 12000 

2 5 600 10400 

3 10 1200 10800 

4 18 2160 8840 

5 22 2640 8360 

6 23 2760 8240 

7 24 2880 8120 

8 25 3000 8000 

9 26 3120 7880 

10 27 3240 7760 

11 28 3360 8640 

12 50 6000 6000 

13 100 12000 0 

1.4 Evaluación de la actividad antibacteriana 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) que se define como la concentración más baja 

de un antimicrobiano requerida para inhibir el crecimiento visible de un microorganismo 

después de una incubación durante la noche. La concentración mínima bactericida (CMB) 

se define como la concentración más baja de antimicrobiano que impedirá el crecimiento de 

un organismo después del subcultivo en medios libres de antibióticos [20]. La CMI se utiliza 

principalmente para confirmar la resistencia de la bacteria a un antimicrobiano y para 

determinar la actividad in vitro de nuevos antimicrobianos. La CMB se determina con menos 

frecuencia y su uso principal se ha reservado para aislamientos de la sangre de pacientes con 

endocarditis [20].  

En este trabajo se evaluó la actividad antibacteriana de los péptidos en las siguientes cepas: 

S. aureus ATCC 25923, un aislado clínico usado para el control de calidad en ensayos de 

concentrado de humo de madera, evaluación de Agar MH, examen de productos lácteos, 

pruebas de medios y productos Abbott, API y Autobac [16]. E. coli ATCC 25922 es una 

cepa de control del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI), para pruebas 
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de susceptibilidad a antimicrobianos. Se utiliza para pruebas de medios de cultivo, como un 

control negativo para la producción de toxinas LT, y como control de calidad para productos 

Abbott, API, entre otros [16]. 

1.5 Evaluación de la actividad citotóxica  

Los ensayos de citotoxicidad se utilizan ampliamente en el campo del desarrollo de nuevos 

fármacos. El Instituto Nacional del Cáncer (NCI) de Estados Unidos, así como la industria 

farmacéutica, han desarrollado ensayos de microtitulación de rápido rendimiento para 

detectar nuevos agentes citotóxicos. Estos ensayos miden el efecto de un fármaco sobre el 

crecimiento de una población de células y el criterio de valoración es una estimación del 

número de células viables [21]. Las células en fase exponencial de crecimiento se exponen 

a un fármaco para establecer el daño producido en estas. El número de células supervivientes 

se determina indirectamente mediante reducción con MTT [21].  

Entre los ensayos de viabilidad celular que dependen de la conversión del sustrato en un 

producto cromogénico, el ensayo MTT sigue siendo uno de los más versátiles y populares. 

El ensayo con MTT se utiliza para medir la actividad metabólica celular como indicador de 

la viabilidad, la proliferación y la citotoxicidad. Las células viables contienen enzimas 

oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H que reducen el MTT, un colorante amarillo 

soluble en agua, a cristales de formazán insolubles de color púrpura (Figura 1-2). Luego se 

solubiliza el formazan y se determina la concentración mediante absorbancia a 590 nm. Es 

un ensayo sensible con una linealidad excelente de hasta 106 células por pozo [22]. 

 

Figura 1-2: Reacción enzimática del MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] 

causado por enzimas oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H 
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El cultivo celular es una de las técnicas más importantes en las ciencias biológicas. Es el 

término general utilizado para la extracción de células, tejidos u órganos de un animal o 

planta y su posterior colocación en un ambiente artificial propicio para su supervivencia y/o 

proliferación. Los requisitos ambientales básicos para que las células crezcan de manera 

óptima son: temperatura controlada, sustrato para la unión celular y medio de crecimiento 

apropiado e incubadora que mantenga el pH y la osmolalidad correctos. El paso más 

importante y crucial en el cultivo celular es seleccionar el medio de crecimiento apropiado 

para el cultivo in vitro. Un medio de crecimiento o medio de cultivo es un líquido o gel 

diseñado para favorecer el crecimiento de microorganismos, células o plantas pequeñas. Los 

medios de cultivo celular comprenden generalmente una fuente adecuada de energía y 

compuestos que regulan el ciclo celular. Un medio de cultivo típico está compuesto por un 

complemento de aminoácidos, vitaminas, sales inorgánicas, glucosa y suero como fuente de 

factores de crecimiento, hormonas y factores de unión. Además de los nutrientes, el medio 

también ayuda a mantener el pH y la osmolalidad [23]. 

Las líneas celulares proporcionan un sistema vivo para investigar el metabolismo celular, la 

farmacocinética y las terapias contra el cáncer. Además, permiten la producción de 

anticuerpos y vacunas. Aunque las líneas celulares se utilizan ampliamente para investigar 

procesos patológicos, las líneas establecidas pueden sufrir mutaciones espontáneas y 

experimentar cambios cromosómicos, morfológicos y tumorogénicos [24] Las líneas 

celulares empleadas en esta investigación son:  

HeLa (CCL2 TM): Es una línea celular epitelial, adherente, de adenocarcinoma de útero 

que fue aislada de una mujer afroamericana de 31 años, en donde se ha confirmado la 

presencia de HPV-18 y la baja expresión de p53. [25] 

MCF-7 (HTB-22TM): Es una línea celular epitelial, adherente, de adenocarcinoma de seno, 

la cual fue aislada de una mujer caucásica de 69 años, estas células poseen características 

del epitelio mamario diferenciado, tienen la capacidad de diferenciarse en presencia de 

estrógeno y son positivas para receptores de estrógeno (ER+) y receptores de progesterona 

(PR+) [26], [27]. 
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En la Tabla 2 se presenta las características de las líneas celulares cancerosas utilizadas en 

este trabajo. 

Tabla 2 Características de las líneas celulares a trabajar 

Línea Celular MCF-7 HeLa 

Nombre ATCC HTB-22TM CCL-2 ™ 

Organismo Humano Humano 

Tejido 
Glándula 

mamaria 
Útero; cervical 

Morfología Epitelial Epitelial 

Propiedades de 

cultivo 
Adherente Adherente 

Enfermedad Adenocarcinoma Adenocarcinoma 

Edad 69 años 31 años 

Género Femenino Femenino 

Etnia Caucásica Negra 

Expresión de 

receptores 
RH+ ---- 

Medio de cultivo DMEM-F12 DMEM-F12 

Tiempo de 

duplicación 
29 horas ---- 
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2. Antecedentes 

Los péptidos, junto con las proteínas, constituyen el grupo más grande de mediadores de 

procesos celulares y se consideran atractivos para el desarrollo de nuevos fármacos y rutas 

terapéuticas [5]. Para 2020, la FDA había aprobado alrededor de 60 péptidos (hormonas, 

anticuerpos, agentes antidiabéticos, agentes inmunosupresores, etc.) y más del 90% de estos 

péptidos contienen contraiones como acetato y clorhidrato [5]. Entre 1939 y 2022 se han 

aprobado alrededor de 600 fármacos en forma de sales, en donde los haluros (Cl-, Br-, I-) 

fueron utilizados como contraiones en un 32% de los fármacos. Las sales con ion cloruro 

(Cl-) son las más frecuentes respecto a los demás haluros, adicionalmente es el contraión 

más usado con activos que contienen el grupo funcional amida como la procainamida, 

procarbazina, prilocaina, entre otras. Además del clorhidrato, se han reportado y preparado 

péptidos como sales de: hidroxilamina, sulfato de hidrógeno, dihidrocloruro, salicilato, 

cloruro de zinc y sales de dibromuro [28]. En la literatura consultada, se encontraron dos 

péptidos aprobados por la FDA con el contraión trifluoroacetato: Bivalirudin 

(fPRPGGGGNGDFEEIPEEYL) y Corticorelin 

(SQEPPISLDLTFHLLREVLEMTKADQLAQQAHSNRKLLDIA-NH2), los cuales 

contiene bajo contenido de contraión trifluoroacetato [5].  

2.1 Metodologías intercambio de contraión2 

Roux y colaboradores [8] reportaron tres metodologías para realizar el cambio de contraión 

de trifluoroacetato a acetato, en la primera utilizaron HPLC, en la segunda usaron resina de 

intercambio catiónico y el tercer procedimiento se basó en la desprotonación/reprotonación 

del péptido. La metodología por HPLC consistió en disolver 10 mg del péptido en agua y 

ACN, este se inyectó en el sistema usando una elución isocrática con la fase móvil 

ACN/Agua (20/80) y que contenía 1% de ácido acético, las fracciones se recogieron, 

concentraron y liofilizaron [8]. En el segundo procedimiento se mezcló resina de amonio 

cuaternario con el péptido en ácido acético 1,6 N, la mezcla se dejó en agitación por una 

hora, luego la resina fue lavada, el péptido fue eluido y liofilizado. En el tercer 

procedimiento se utilizó NaOH 100 mM, que se agregó a una solución que contenía el 
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péptido hasta alcanzar pH 11 y la mezcla fue dejada por 10 min a 4°C y luego se centrifugó 

a 4°C por 5min. Se removió el sobrenadante y el péptido se re-suspendió y nuevamente fue 

centrifugado para remover las trazas de sales de sodio, después el péptido fue disuelto en 

una solución de ácido acético. Los autores indican que los métodos más eficientes fueron el 

procedimiento con la resina de intercambio catiónico y el de desprotonación/reprotonación. 

K. Sikora y colaboradores reportaron un método para el intercambio del contraión 

trifluoroacetato a clorhidrato, el péptido fue disuelto en una solución de HCl 0,1M, luego de 

5 min de incubación la mezcla fue congelada y liofilizada (4x). [9] 

2.2 Técnicas analíticas para la evaluación del contraión 

Entre las técnicas analíticas usadas para la cuali-cuantificación del contraión trifluoroacetato 

se encuentran RP-HPLC, 1H-RMN y 19F-RMN. Para el análisis del contraión 

trifluoroacetato (CF3COO-) del péptido Lanreotido (DNal-Cys-Tyr-DTrp-Lys-Val-Cys-

Thr-CONH2) usaron 19F-RMN y como estándar interno trifluoroetanol (TFE), el espectro 

del TFA muestra un singlete a -75,7 ppm y el espectro TFE un triplete -76,8 ppm (Figura 2-

1) y la relación de las áreas de las dos señales permitió determinar el contenido de 

trifluoroacetato. Para el análisis del contraión acetato por 1H-RMN usaron un estándar 

interno de ácido dicloro acético para determinar la relación molar acetato/péptido [8]. En la 

Figura 2-1 se observa el monitoreo de la remoción del TFA para el péptido Lanreotido por 

19F-RMN; (a) representa el espectro 19F-RMN del péptido antes del intercambio del 

contraión y en (b), (c) y (d) se observa la disminución de esta señal cuando el péptido se 

somete a el cambio del contraión por HPLC, resina de intercambio iónico y 

deprotonación/reprotonación, respectivamente [8].  
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Figura 2-1: Espectro 19F-RMN del péptido Lanreotido. A la izquierda se observa un singlete en -75,7 

ppm correspondiente al TFA y a la derecha una señal en forma de triplete en -76,8 ppm que corresponde al 

patrón interno (TFE). Adicionalmente se observa la comparación en las señales según el método de remoción 

del TFA: antes de la remoción del TFA en el péptido (a), el intercambio del contraión con el método por HPLC 

y ácido acético (b), método por resina de intercambio iónico (c) y después del ciclo de 

deprotonación/reprotonación (d). Fuente: Roux et al. (2008) [8] 

Otra técnica utilizada es la cromatografía iónica con detección de conductividad la cual es 

sensible y confiable para la determinación de CF3COO-. En la Figura 2-2 se presenta el perfil 

cromatográfico de algunos estándares iónicos en agua desionizada, donde las señales 2 y 8 

corresponden al Cl- y el CF3COO- respectivamente [29]. El análisis se realiza por elución 

isocrática (4,5 mM Na2CO3 y 1,4 mM NaHCO3 en agua), 1,2 mL/min e inyección de 20 µL 

[9]. 

 

Figura 2-2: Perfil cromatográfico del análisis de estándares aniónicos empleando cromatografía iónica. 

Señales: (1) fluoruro, (2) cloruro, (3) nitrato, (4) carbonato, (5) bromuro, (6) sulfato, (7) nitrato, (8) 

trifluoroacetato, (9) fosfato. Fuente: Kaiser and Rohrer (2004) [29] 
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Johnson et al. [30] desarrollaron e implementaron un método para la cuantificación de TFA 

en tres péptidos cíclicos denominados p-Cl-Phe-DPDPE, DPDPE, y CTOP. El análisis se 

realizó en un equipo HPLC Agilent 1100 (DAD), la longitud de onda 215 nm, flujo 1 

mL/min, inyección de 20 µL (1 mg/mL), columna C-18 Phenomenex Synergi Hydro-RP (4 

µm, 80 Ȧ, 150 x 4,6 mm), Solvente A: KH2PO4 20 mM y solvente B: ACN, según los autores 

esta metodología es eficiente, confiable, robusta y aplicable a otros ácidos como el ácido 

acético. Cahill et al.[31] desarrollaron un método que involucra la extracción del TFA con 

ácido sulfúrico y MeOH, seguido de la derivatización al éster metílico del TFA (MTFA). El 

MTFA es analizado por cromatografía de gases-Headspace, por lo que la extracción e 

inyección se realizan en el mismo vial. 

2.3 Contenido del ion trifluoroacetato en péptidos 

A partir del número de residuos de Lys, Arg, His y el grupo α-amino del extremo N-terminal 

del péptido se calcula el contenido teórico de CF3COO- (%p/p) en los péptidos. Por ejemplo, 

el péptido dimérico (RRWQWRRLLR)2K-Ahx tiene dos grupos α-amino terminales y 10 

residuos de Arg para un total de 12 equivalentes de TFA por equivalente de péptido (Figura 

2-3).  

 

Figura 2-3: Estructura del péptido dimérico (RRWQWRRLLR)2K-Ahx. Los sitios cargados 

positivamente del péptido están en azul (amino terminal y cadena lateral de la Arg) y en rojo se encuentran los 

iones trifluoroacetato interactuando en los sitios del péptido cargados positivamente. 

Utilizando las ecuaciones 2.1 y 2.2 se calcula el % CF3COO-. El peso molecular (PM) del 

péptido es 3275 Da y del CF3COO- es 114 Da. 

𝑃𝑀 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑎𝑙 = 3275 Da + 114 Da × 12 𝑒𝑞 = 4643 𝐷𝑎       (2.1) 

 𝑇𝐹𝐴 (%𝑝/𝑝) =
114 𝐷𝑎 × 12 𝑒𝑞

4643 𝐷𝑎
× 100 = 29%                                                     (2.2) 
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2.4 Toxicidad del ácido trifluoroacético/trifluoroacetato 

El ácido trifluoroacético, F3C-COOH, es un ácido carboxílico fuerte, que contiene tres 

átomos de flúor con un pKa = 0,4 [32]. Puede provocar quemaduras graves, causando una 

lesión irreversible en la piel (necrosis visible a través de la epidermis que alcanza la dermis) 

y lesiones oculares graves. Este ácido es perjudicial en caso de inhalación y es nocivo para 

los organismos acuáticos [33], [34]. En forma similar al ácido fluorhídrico (HF), libera iones 

fluoruro y causa toxicidad similar al HF como osteoporosis, anomalías electrolíticas, 

arritmia y paro cardíaco [35]. 

Tabla 3 Propiedades fisicoquímicas del TFA. Fuente: Datos tomados de la Ficha de Seguridad de Sigma 

Aldrich [33] 

Estado físico Liquido 

Color Incoloro 

Olor Acre 

Punto de fusión -15,4 °C 

Punto inicial de ebullición 72,4° C 

Punto de inflamación > 100 °C 

pH 1 a 10 g/L 

Solubilidad 10000 g/L 

Coeficiente de reparto n-octanol/agua Log Pow: -2,10 

Presión de vapor 158 hPa a 25 °C 

Densidad 1,489 g/cm3 a 20 °C 

 

 

Figura 2-4: Estructura del Ácido trifluoroacético (Ácido 2,2,2-trifluoroacético) 

Debido a la fuerza del enlace carbono-flúor, el grupo F3C- es resistente a la degradación en 

el medio ambiente por lo que se libera TFA como residuo terminal [36]. Además, el TFA- 

es muy estable en medio acuoso y no se han identificado procesos de hidrólisis, fotólisis o 



Introducción 19 

 

formación de sales insolubles [37]. Embriones de pez cebra absorbieron hasta cinco veces 

la concentración del TFA administrada en el medio, después de 10 h. El TFA afectó el 

sistema Glutatión S-Transferasas (GST), lo que sugiere que puede causar trastornos 

fisiológicos en células embrionarias. Por tanto, para recuperar el equilibrio fisiológico, el 

organismo debe gastar energía en la desintoxicación o eliminación del xenobiótico [38]. 

En un estudio de toxicidad del 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) realizado en el hígado de ratas se 

demostró que la fracción tóxica es un intermediario metabólico de la oxidación del 2,2,2-

trifluoroacetaldehído (TFAld) a TFA y que este metabolismo puede ocurrir en la médula 

ósea y en los órganos diana del intestino delgado. Estos resultados son particularmente 

importantes ya que el TFA también es un metabolito de los agentes anestésicos isoflurano y 

halotano [39]. Por otro lado, al igual que otros ácidos fuertes, como el ácido sulfúrico, nítrico 

o clorhídrico, las altas concentraciones de CF3COO- hace que la estructura secundaria y 

terciaria del citocromo c sea afectada [36] [40]. 

El péptido MOG35 es un inmunógeno utilizado para inducir encefalomielitis, que es 

derivado de la glicoproteína de oligodendrocitos de mielina (MOG). Se evaluó el efecto del 

contenido de TFA (contraión trifluoroacetato) en el péptido en ratones hembra C57/Bl6 

inmunizados con MOG35-55 (55% TFA) y MOG35-20 (20% TFA). Los resultados sugieren 

que los niveles altos de TFA- en MOG contribuyeron en mayor medida a la enfermedad. 

También se evidenció que la reducción del contenido de TFA al cambiarlo por el contraión 

acetato provocó un retraso en la aparición de la enfermedad, sugiriendo que el contenido del 

contraión como el tipo de contraión en los péptidos, influyen en el progreso de la 

encefalomielitis. Estos hallazgos subrayan el hecho de que el contraión es relevante en la 

actividad biológica de los péptidos [41].  

Se han realizado estudios para evaluar el efecto del contraión en la actividad biológica, pero 

los resultados han demostrado que no existe una correlación clara entre el tipo de contraión 

y la actividad biológica. En la mayoría de los casos, la remoción del CF3COO- aumentó la 

actividad antibacteriana y antifúngica, y en otros casos, la presencia de CF3COO- provocó 

un ligero aumento de la actividad contra K. pneumoniae y C. albicans. Los autores sugieren 
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que estos resultados pueden explicarse parcialmente por las diferencias en los pesos 

moleculares de los péptidos [5] 

2.5 Péptidos promisorios derivados de LfcinB 

Los PAMs y PACs se consideran moléculas promisorias porque son selectivas e inducen 

menos efectos secundarios. Los PAMs catiónicos exhiben actividad sobre bacterias y líneas 

celulares cancerosas debido a la interacción electrostática entre la cadena lateral positiva de 

los aminoácidos y la carga negativa de la superficie celular [42]. Los PAMs interactúan con 

componentes de la membrana de las bacterias (Liposacárido (LPS) o ácido teicoico) y de 

células neoplásicas como fosfatidilserina, ácido siálico o heparán sulfato.  

Péptidos sintéticos derivados de LfcinB que contienen el motivo mínimo de actividad 

20RRWQWR25 presentaron actividad selectiva y potenciada contra la línea celular de cáncer 

de mama MCF-7 y baja citotoxicidad contra fibroblastos CRL-3271 y células no 

tumorogénicas MCF-12 [43]. El péptido palindrómico LfcinB (21-25)pal: RWQWRWQWR 

presentó efecto citotóxico rápido y selectivo en la línea celular de cáncer de mama MDA-

MB-468. Las células exhibieron cambios morfológicos como redondeamiento y 

encogimiento, lo cual es un comportamiento típico de la muerte celular mediada por 

apoptosis [44]. Estudios de citometría de flujo mostraron que este péptido indujo efecto 

citotóxico en células derivadas de cáncer de mama MCF-7 y colon HT-29, induciendo 

principalmente eventos apoptóticos tempranos y tardíos, despolarización de la membrana y 

activación de caspasas [45]. Péptidos diméricos que contienen el motivo mínimo de 

actividad han mostrado mejores resultados que sus análogos monoméricos, sugiriendo que 

el incremento de la carga y la hidrofobicidad potenció el efecto citotóxico. El péptido 

(RRWQWRFKKLG)2-K-Ahx indujo citotoxicidad (IC50= 6 μM) en células MCF-7 y la 

muerte celular fue mediada por apoptosis principalmente [43], [46]. El péptido 

RRWQWRWQWR presentó mayor actividad en células MDA-MB-231 y MCF-7 (67 y 58 

μM, respectivamente) que el péptido palindrómico LfcinB (21-25)pal, sugiriendo que la 

incorporación de un residuo de Arg en el extremo N-terminal de la secuencia incrementó la 

actividad [43], [47]. Péptidos quiméricos que contienen el motivo mínimo RRWQWR y 

RLLR derivados de la LfcinB y la BF respectivamente, tuvieron mayor actividad 
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antibacterial que las secuencias precursoras. El péptido KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

presentó actividad antifúngica en C. albicans ATCC SC5314 sensible a Fluconazol (FLC) 

(MIC= 1 µg/mL) y el aislado clínico C. albicans 256 HUSI-PUJ resistente a FLC (MIC = 

64 µg/mL). Este péptido también presentó actividad citotóxica contra células HeLa (IC50= 

16,1 μM), CaSki (IC50=14,3 μM), DU-145 (IC50=26 μM), Caco-2 (IC50=3,4 μM) y HT-29 

(IC50=22,9 μM). Esta quimera exhibió amplio espectro y puede considerarse una molécula 

prometedora para aplicaciones terapéuticas [45], [48]. Estos péptidos fueron obtenidos por 

SPPS Fmoc/tBu, por lo que su contraión es el trifluoroacetato. Se debe establecer si el 

contraión puede estar o no contribuyendo a la citotoxicidad o actividad antibacteriana de los 

péptidos.  
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3. Planteamiento del problema 

Los PAMs son considerados una fuente valiosa para el diseño e identificación de péptidos 

promisorios para el desarrollo de nuevas terapias [5]. Los péptidos han sido utilizados como 

fármacos desde hace más de 70 años y se han desarrollado tecnologías para su obtención 

como la recombinante, transgénica, la síntesis enzimática y la síntesis química, etc. La 

SPPS-Fmoc/tBu es una técnica versátil, rápida, de bajo costo que permite obtener péptidos 

cortos de forma simultánea con altos rendimientos y pureza. El tratamiento de la resina-

péptido con el coctel de clivaje TFA/agua/TIPS/EDT (92,5/2,5/2,5/2,5% v/v) y la 

purificación por RP-SPE utilizando el sistema de solventes H2O-TFA 0,05% y ACN-TFA 

0,05% conducen a la obtención del péptido con el contraión CF3COO- (Péptido-TFA) [19]. 

Estudios previos han mostrado que el CF3COO- afecta la conformación y la actividad del 

péptido, genera toxicidad y dificulta la caracterización del péptido por FT-IR [8]. Debido a 

esto, la mayoría de los fármacos se comercializan en forma de sales, donde los cationes más 

utilizados son el cloruro, el acetato y el sulfato, entre otros. En esta investigación se 

implementaron y optimizaron las condiciones del proceso del cambio del contraión 

trifluoroacetato a cloruro o acetato de péptidos derivados de Lactoferricina Bovina que son 

promisorios para estudios preclínicos. Además, se implementaron y optimizaron las 

metodologías para monitorear el cambio del contraión por FT-IR, RMN y RP-HPLC y los 

productos finales fueron caracterizados por estas técnicas incluyendo LC-MS, siendo estas 

rápidas, accesibles y que pueden ser utilizadas de manera rutinaria. Se estableció que el 

cambio del contraión no afectó la integridad ni identidad del péptido en todos los casos. 

También se determinó que el cambio del contraión no afectó la actividad antibacteriana y/o 

cancerosa de los péptidos evaluados.  



 

4. Hipótesis 

La metodología desarrollada permitirá realizar el cambio del contraión de péptidos 

derivados de LfcinB de manera rápida, económica y puede ser implementada de manera 

rutinaria en la síntesis de péptidos. 
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5. Objetivo General 

Implementar y optimizar el proceso para la obtención de péptidos sintéticos derivados de 

LfcinB en forma de clorhidrato o acetato. 
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6. Diseño experimental 

Para el desarrollo de este trabajo, se planteó un diseño experimental con cinco etapas: 

Etapa 1, Síntesis de los péptidos 1-TFA, 2-TFA, 3-TFA y 4-TFA que fueron utilizados para 

la etapa 2. 

Tabla 4 Códigos y secuencias de los péptidos utilizados en la Etapa 2. 

Código Secuencia 

1 – TFA (RRWQWRRLLR)2K-Ahx 

2 – TFA (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 

3 – TFA KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

4 - TFA RRWQWRRWQWR 

Etapa 2, Implementación y optimización de las condiciones para el intercambio del 

contraión trifluoroacetato por cloruro. Esta etapa involucra la implementación de las 

técnicas analíticas para la identificación y cuantificación de la remoción del trifluoroacetato 

por RMN, FT-IR y HPLC.  

Etapa 3, Evaluación de la actividad (i) antibacteriana de los péptidos, en cepas de referencia 

de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213, y (ii) anticancerosa en líneas celulares 

MCF-7 y HeLa. 

Etapa 4, Desarrollo de la metodología de intercambio de contraión por extracción en fase 

sólida (SPE). En esta etapa se optimizaron e implementaron metodologías para el cambio 

del contraión usando RP-SPE, partiendo del péptido crudo con variaciones en el tratamiento 

de la muestra, el proceso de lavado y el programa de elución. El monitoreo del intercambio 
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del contraión y productos finales (Péptido-TFA, Péptido-Cl, Péptido-AcOH) se realizó por 

RP-HPLC, RMN y FT-IR.  

Etapa 4.1, Intercambio de trifluoroacetato por acetato.  

Etapa 4.2, Intercambio de trifluoroacetato por cloruro. 
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7. Metodología 

7.1 Síntesis de péptidos (Etapa 1) 

Los péptidos fueron sintetizados mediante SPPS-Fmoc/tBu, siguiendo la metodología 

implementada en el grupo de investigación de Síntesis y Aplicación de Moléculas peptídicas 

(SAMP), brevemente (i) la resina Rink amide® (150 mg; 0,46 meq/g), fue tratada con N,N-

dimetilformaamida (DMF) por 2h a temperatura ambiente (TA) y agitación constante (AC), 

luego la DMF fue descartada por filtración y la resina lavada con Diclorometano (DCM) 

(3×1 min). (ii) La reacción de desprotección se realizó tratando la resina o resina-péptido 

con piperidina al 5% en DMF, 10 min, TA, AC, 2 veces, luego la resina o resina-péptido fue 

lavada con DMF (5×1 min) y DCM (3×1 min), luego se realizó el test de Kaiser, una 

coloración azul indicó que la reacción de desprotección fue exitosa; (ii) la reacción de acople 

del Fmoc-aminoácido se realizó disolviendo Fmoc-AA/N,N diciclohexilcarbodiimida 

(DCC)/6-cloro-1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (1:1:1 eq, y 5 excesos  respecto a la 

sustitución de la resina) en DMF, 15 min TA, AC, luego la mezcla de reacción se adicionó 

a la resina o resina-péptido previamente desprotegida y la mezcla fue dejada en reacción a 

TA y AC, hasta prueba negativa del test de Kaiser (coloración amarilla). (iii) La 

desprotección de las cadenas laterales y la separación del péptido de la resina (Clivaje) se 

realizó tratando la resina-péptido con TFA/TIPS/H2O/EDT (95/2,5/2,5/2,5 %v/v) por 4h a 

TA, AC, la reacción fue monitoreada por RP-HPLC. Luego la mezcla de reacción fue 

filtrada y la solución tratada con un exceso de éter etílico para precipitar el péptido. El sólido 

fue lavado 5 veces con éter etílico y el péptido secado en un desecador.  

7.2 Caracterización de péptidos por RP-HPLC 

Los péptidos fueron analizados por RP-HPLC en un cromatógrafo Hitachi Primaide 1430 

DAD, Agilent 1260 o Thermo Scientific Ultimate 3000 de acuerdo con la disponibilidad, 

utilizando el sistema cromatográfico: columna monolítica Chromolith® C-18 (10×4,6 mm), 

solvente A: H2O–TFA 0,05% y solvente B: ACN–TFA 0,05%, gradiente de elución: 

5/5/50/100/100/10/10 %B en Solvente A en 0/1/9/9,1/12/12,1/15 min, flujo de 1,0 mL/min, 

volumen de inyección 10 μL (1 mg/mL) y 210 nm para la detección. 
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7.3 Purificación de los péptidos por Extracción en Fase Sólida 

(SPE) 

Los péptidos fueron purificados de acuerdo con la metodología reportada por Insuasty y 

colaboradores [19], brevemente, la columna (Supelco ENVI-18, RP-SPE C-18, 5 g, 40-60 

μm) fue activada y equilibrada siguiendo las recomendaciones del proveedor. El péptido-

TFA (45 mg/mL) se disolvió en 1 mL de solvente A y la muestra fue sembrada en la columna 

y luego eluida utilizando fracciones de 12 mL y un gradiente de 5-50 %B. Las fracciones 

fueron analizadas por RP-HPLC y aquellas que contenían el péptido puro se recolectaron, 

se liofilizaron y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Solvente A: H2O–TFA 0,05% y 

solvente B: ACN–TFA 0,05%. 

7.4 Caracterización de los péptidos por LC-ESI-MS 

Los péptidos se analizaron en un equipo Bruker Impact II LC Q-TOF MS equipado con 

ionización de electroespray (ESI) en modo positivo. Las condiciones cromatográficas 

fueron, columna Intensity Solo C18 (2,1×100 mm, 1,8 μm) (Bruker Daltonik), 40°C y flujo 

de 0,250 mL/min. Solvente A (H2O-ácido fórmico (FA) 0,1%), Solvente B (ACN-FA 0,1%). 

Gradiente de elución 5/5/95/95/5/5 %B en 0/1/11/13/13,1/15 min. Condiciones de la fuente 

ESI: energía de ionización 500 V, capilar 4500 V, nebulizador 1,8 bar, gas nitrógeno seco 

8,0 L/min, temperatura 220°C. Modo de escaneo Auto MS/MS con rango espectral 20-1000 

m/z y tasa espectral 2 Hz y energía de colisión de 5,0 eV.  

7.5 Metodologías de intercambio del contraión de los péptidos 

sintéticos 

7.5.1 Método en solución: Intercambio del contraión trifluoroacetato por 

clorhidrato 

En la primera parte se adaptó el protocolo reportado por Sikora y colaboradores [9]; 

brevemente, el péptido-TFA puro (2,33 mg/mL) fue disuelto en HCl 0,10 M, se realizó 

agitación con vortex por 3 min, luego la mezcla de reacción se congeló a -20°C y se liofilizó, 
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este procedimiento se repitió 3 veces para realizar el cambio de contraión. El péptido 

liofilizado fue analizado y caracterizado por RP-HPLC. 

En la segunda parte, tomando los resultados del procedimiento anterior, se evaluaron 

diferentes condiciones (concentración del HCl, número de veces que se repite el 

procedimiento, concentración del péptido y tiempo de agitación de la reacción), donde se 

establecieron los parámetros óptimos para el proceso de intercambio del contraión. Una vez 

optimizado el procedimiento, los péptidos con el contraión clorhidrato fueron obtenidos: el 

péptido-TFA puro (5mg/mL) se disolvió en HCl 0,02M, se agitó por 30 s a 400 rpm y luego 

la mezcla se congeló a -20°C y se liofilizó, el proceso se repitió una segunda vez para 

garantizar que el intercambio del contraión se completara. Los péptidos obtenidos fueron 

analizados por RP-HPLC para evaluar su integridad y hacer el monitoreo de la reacción de 

intercambio del contraión (Sección 7.6.1).  

7.5.2 Método por SPE: Intercambio del contraión trifluoroacetato por 

clorhidrato 

Teniendo en cuenta las condiciones optimizadas en el método en solución como la 

concentración del ácido, se implementó el método por extracción en fase solida (SPE) para 

el intercambio del contraión a clorhidrato, se realizaron varias modificaciones con el fin de 

encontrar el método adecuado para realizar el intercambio del contraión como se presenta a 

continuación:  

Acondicionamiento de la columna: Para ambos métodos se acondicionó la 

columna de la misma manera, se realizó lavados con Metanol (MeOH) (3×12 mL), 

Solvente A: agua-HCl 0,02 M (3×12 mL), Solvente B: ACN-HCl 0,02 M (3×12 

mL) y equilibrada nuevamente con Solvente A (3×12 mL). 

Método A: El péptido-TFA crudo (50 mg/mL) fue disuelto en solvente A y se 

sembró en la columna, luego se adicionó 12 mL del solvente A, se permitió que la 

solución fluyera sin que la columna se secara, se tapó la salida de la columna y se 

dejó 20 min a TA, para facilitar el intercambio (3×). Después se realizaron lavados 

con Solvente C: agua MilliQ (3×12mL) y finalmente se realizó la elución con 

gradiente 5/50 % D en C, solvente D: ACN. Las fracciones fueron analizadas por 

RP-HPLC, aquellas que contenían el péptido-HCl fueron recolectadas y liofilizadas. 
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Método B: El péptido-TFA crudo (50 mg/mL) fue disuelto en solvente A y se 

sembró en la columna, se realizaron lavados con el solvente A (3×12 mL) y se realizó 

la elución con gradiente 5/50 % B en A. Para este procedimiento las fracciones se 

eluyeron continuamente desde el principio.  Las fracciones fueron analizadas por 

RP-HPLC, aquellas que contenían el péptido-HCl fueron recolectadas y liofilizadas.  

7.5.3 Método por SPE: Intercambio del contraión trifluoroacetato por 

acetato 

El cambio del contraión de los péptidos de trifluoroacetato a acetato fue realizada por 

cromatografía RP-SPE. La columna SPE se acondicionó en todos los casos realizando 

lavados con Metanol (MeOH) (3×12mL), solvente A: H2O-CH3COOH (5 o 10% según sea 

el caso) (3×12mL) y solvente B ACN-CH3COOH (5 o 10% según sea el caso) (3 x 12 mL) 

y equilibrada con solvente A. El péptido-TFA crudo (50 mg/mL) fue disuelto en solvente A 

y se sembró en la columna. 

Método C: Una vez sembrado el péptido, se realizaron lavados con solvente A (4 x 

12 mL). Para estos lavados se permitió que la solución fluyera sin que la columna se 

secara, se tapó la salida de la columna y se dejó 20 min a TA, para facilitar el 

intercambio. El péptido-AcOH fue eluido con un gradiente de 5/50 %B en A. Las 

fracciones fueron analizadas por RP-HPLC, aquellas que contenían el péptido-AcOH 

fueron recolectadas y liofilizadas. El solvente A fue H2O - CH3COOH 5% y el 

solvente B fue ACN - CH3COOH 5%. 

Método D: Una vez sembrado el péptido se realizaron lavados con solvente A (3 x 

12mL). Para estos lavados se permitió que la solución fluyera sin que la columna se 

secara, se tapó la salida de la columna y se dejó 20 min a TA, para facilitar el 

intercambio. El péptido-AcOH fue eluido con un gradiente de 5/50 %B en A. Las 

fracciones fueron analizadas por RP-HPLC, aquellas que contenían el péptido-AcOH 

fueron recolectadas y liofilizadas. El solvente A fue H2O - CH3COOH 10% y el 

solvente B fue ACN - CH3COOH 10%. 
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Método E: Una vez sembrado el péptido se realizaron lavados con solvente A (3 x 

12mL), a diferencia del método anterior todas las fracciones fueron eluidas 

continuamente a una velocidad constante. Se realizó la elución del péptido de la 

misma manera descrita en el método D. 

7.6 Monitoreo de la reacción del cambio del contraión y 

cuantificación del contraión 

7.6.1 Caracterización del contraión trifluoroacetato por RP-HPLC 

Para facilitar la lectura, este método fue nombrado como “SHRP-HPLC” (denominado así 

por las iniciales de la columna cromatográfica que se empleó, la cual se describe 

posteriormente) con el fin de diferenciarlo del método utilizado para caracterizar los 

péptidos, sección 7.2. La caracterización se realizó de acuerdo con Huertas [49], usando una 

columna C-18 con endcapping polar Synergi Hydro-RP® (150×4,6 mm, 4 µm). El péptido 

(1 mg/mL) fue disuelto en solvente A (Buffer fosfatos pH 2,56; 20 mM), y analizado en un 

cromatógrafo Agilent 1260 utilizando el programa de elución: 0/0/100/100/0/0 %B en A, 

solvente B (ACN), en 0/5/6/9/10/16 min, flujo de 1,0 mL/min, volumen de inyección 10 μL 

y detección a 195 nm. El solvente A se preparó disolviendo 2,720 g de KH2PO4 en un litro 

de H2O MilliQ y unas gotas de H3PO4 hasta alcanzar el pH = 2,56, determinado con un 

potenciómetro Thermo Scientific Orion previamente calibrado.  

7.6.1.1  Ensayo de idoneidad del sistema SHRP-HPLC para el 

análisis de los ácidos trifluoroacético y acético  

Para la evaluación de idoneidad del sistema en cuanto a tiempo de retención y área 

del pico se utilizó el mismo sistema cromatográfico descrito en el ítem 7.6.1. La 

solución estándar se preparó pesando inicialmente 4487,8 mg de H2O, 

posteriormente se pesó 6,09 mg de ácido trifluoroacético (TFA, grado 

espectroscópico), 48,33 mg de ácido acético (99%) y por último se adicionó agua 

hasta obtener un peso total de la solución de 9,9156 g. La solución estándar fue 

analizada seis veces siguiendo el método reportado por Snyder et al. [50]. Este 
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mismo procedimiento con las mismas condiciones se realizó en el equipo Thermo 

Scientific Ultimate 3000. 

7.6.1.2  Curva de calibración de los ácidos trifluoroacético y 

acético 

La curva de calibración se construyó usando dos soluciones madre. La solución 

estándar 1 se preparó pesando 3631,93 mg de H2O, 11,86 mg de TFA (grado 

espectroscópico), y 39,18 mg de ácido acético (99%), luego se adicionó agua hasta 

alcanzar el peso de 9,9448 g. La solución estándar 2 se preparó pesando 3467,35 mg 

de la solución 1 y se adicionó agua hasta alcanzar el peso de 9,9321 g. La curva de 

calibración se construyó con 12 niveles de concentración: 0,0080, 0,0170, 0,0245, 

0,0331, 0,0442, 0,0841, 01233, 0,1317, 0,2944, 0,5939, 0,8896 y 1,1926 mg/g para 

el TFA y 0,0264, 0,0560, 0,0808, 0,1095, 0,1461, 0,2778, 0,4072, 0,4351, 0,9725, 

1,9618, 2,9389, 3,9398 mg/g de Ácido Acético, todos los niveles fueron preparados 

por pesada y luego analizados por SHRP-HPLC (por duplicado). La construcción de 

las curvas de calibración y el análisis de los datos fueron realizados usando Office 

Excel®.  

7.6.1.3  Cuantificación del contraión en los péptidos 

El contraión de los péptidos fue cuantificado por SHRP-HPLC. Se pesó 1,00 mg de 

péptido, 100 mg de ACN y 900 mg de agua y se agitó con vortex hasta disolución 

completa, luego las soluciones se centrifugaron y fueron analizadas por duplicado 

utilizando el mismo sistema cromatográfico. La concentración del contraión fue 

determinada interpolando el área reportada por el equipo en la curva de calibración 

previamente realizada.  

7.6.2 Análisis por FT-ATR 

Los espectros FT-ATR se obtuvieron en un espectrofotómetro SHIMADZU IRAffinity-1S, 

por la técnica de Reflexión Total Atenuada (ATR). Se realizó la lectura del “background” 



 33 

 

de acuerdo con las instrucciones del proveedor y luego los péptidos fueron analizados en 

modo de transmitancia, rango de medida de 400-4000 cm-1, resolución de 8 y 64 scans. 

7.6.3 Análisis por RMN 

Los experimentos 1H-RMN y 19F-RMN fueron realizados en un espectrómetro Bruker 

Avance de 400 MHz con una sonda BBO y una consola AVANCE NEO. El péptido (10 

mg/500 μL) fue disuelto en agua deuterada (D2O). Los espectros de 19F-RMN se registraron 

a 376,4 MHz utilizando una secuencia de pulso único, ventana espectral de 7,5 kHz y ancho 

de pulso π/2 de 19,5 µs. El tiempo de relajación fue de 2 s, el tiempo de adquisición de 0,87 

s y se registraron 16 exploraciones para cada análisis. Los cambios químicos se expresan en 

ppm y las constantes de acoplamiento en Hertz. Para RMN 19F el espectro de TFA muestra 

una resonancia única típica a −75,7 ppm [8]. Los experimentos fueron tomados a una 

temperatura de 19°C, usando NS=16 para el 1H y 19F y NS=6 para COSY. 

7.7 Evaluación de la actividad biológica 

7.7.1 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) fue determinada de acuerdo con la guía del 

Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (por sus siglas en inglés CLSI) [51]. Se 

realizó un preinóculo en caldo BHI, se ajustó (5×106 UFC/mL) usando las curvas de 

calibración previamente realizadas, se incubó a 37°C por 24 h y se midió la absorbancia a 

620 nm. En placas de micro dilución de 96 pozos, se colocaron 90 μL de péptido disuelto 

en caldo Mueller Hinton (CMH) (200 a 6,25 μg/mL), y 10 μL de inóculo ajustado a 

5×106UFC/mL para un volumen final de 100 μL (n=3). Control negativo CMH, agua 

destilada y 10 μL de inóculo; Control positivo se emplearon Ciprofloxacina (CIP) para 

bacterias Gram negativas y Vancomicina (VAN) para bacterias Gram positivas), como 

control de técnica se utilizó CMH con agua peptonada y para el control de crecimiento de 

usó CMH con 10 μL de inóculo. La distribución de las placas se detalla en la Figura 7-1 

[51]. 
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Figura 7-1: Distribución de las placas para determinar la CMI 

Nota. Se sembraron 180 µL de péptido a la máxima concentración y se hicieron diluciones seriadas (1:1 v/v) 

hasta alcanzar la concentración de 6,25 µg/mL. Se utilizó agua destilada estéril en algunos de los pozos vacíos 

para evitar la evaporación de las placas. P1: péptido 1; P2: péptido 2; P3: péptido 3; C-: control negativo; C+: 

control positivo; CT: control de técnica; CC: control de crecimiento 24  

7.7.2 Determinación de la concentración mínima bactericida (CMB)  

Partiendo de las placas de microdilución del ensayo de CMI se realizó la siembra en agar 

tripticasa soya de una alícuota de aquellos pozos de la placa donde no se observó crecimiento 

bacteriano (Figura 7-2). Las cajas de Petri fueron incubadas a 37°C durante 24 h y se 

determinó la CMB como la mínima concentración a la cual no hubo crecimiento de colonias 

bacterianas [51]. 

 

Figura 7-2: Diagrama de distribución de la placa para determinar la CMB. 

Nota: C-: control negativo; C+: control positivo; CC: control de crecimiento; CT: control de técnica 



 35 

 

7.7.3 Cultivo de células 

El procedimiento fue tomado de [46], donde se usó el medio de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM)/Mezcla de nutrientes F-12 Ham. Se usaron las líneas MCF-7 y HeLa, el 

medio se complementó con suero fetal bovino (SFB) al 10% y se agregó 1,5 g/L de NaHCO3 

y NaOH hasta pH 7,4, anfotericina (200 μg/ mL), penicilina y estreptomicina al 1%. Todos 

los medios se filtraron a través de membrana de 0,22 µm. 

7.7.4 Prueba de viabilidad por MTT 

Las células (1×105 células) se sembraron con medio completo en placas de 96 pozos, y se 

permitió la adhesión celular durante 24 h a 37oC. Posteriormente se eliminó el medio 

completo y se añadió medio incompleto para la sincronización durante 24 h. Luego, las 

células se incubaron en presencia de 100 µL de péptido (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,1 

μg/mL) a 37°C durante 2 h. A continuación, se retiró el medio y se añadió 100 µL de medio 

incompleto que contenía bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazol (MTT) al 

10% y se incubó por 4 h a 37oC. Luego el medio se reemplazó con 100 µL de isopropanol 

(IPA) y después de 30 min de incubación a 37 °C, se midió la absorbancia a 590 nm. Como 

control negativo (100% de viabilidad) se utilizaron células sin tratamiento [46].  

7.7.5 Actividad hemolítica   

Los glóbulos rojos normales fueron centrifugados a 2500 rpm durante 8 min y se lavaron 

tres veces con solución salina. Posteriormente, 100 μL de células (2% de hematocrito) se 

mezclaron con 100 µL del péptido (200, 100, 50, 25, 12,5 y 3,1 μg/mL) y se incubaron a 

37°C durante 2 h. Las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 5 min. El 

sobrenadante se transfirió a una placa de 96 pozos y la absorbancia se midió a 540 nm. El 

0% de hemólisis fue el sobrenadante de los glóbulos rojos en PBS, y el 100% de hemólisis 

correspondió al sobrenadante de glóbulos rojos tratados con agua destilada [15], [52].





 

8.  Resultados y discusión  

8.1  Etapa 1: Péptidos utilizados en este trabajo 

Los péptidos seleccionados corresponden a péptidos diméricos (1-TFA y 2-TFA) y lineales 

(3-TFA y 4-TFA). El péptido 3-TFA es una quimera conformada por secuencias derivadas 

de LfcinB (KKWKWK) y Buforina (RLLR) (Tabla 5). Los péptidos se escogieron buscando 

evaluar moléculas de diferente número de residuos, carga neta, polaridad y polivalencia para 

establecer el efecto de estas propiedades en el cambio del contraión. Adicionalmente, se 

tuvo en cuenta que fueran viables sintéticamente y que tuvieran actividad promisoria contra 

bacterias Gram positivas (1-TFA. 2-TFA y 3-TFA) o Gram negativas (1-TFA. 2-TFA, 3-

TFA y 4-TFA), o efecto citotóxico en líneas celulares derivadas de cáncer de mama MCF-

7 y cáncer de cuello uterino HeLa (2-TFA y 3-TFA). Los péptidos se sintetizaron, 

purificaron y caracterizaron por RP-HPLC y LC-MS.  

En la tabla 5 se presenta la caracterización de los péptidos sintetizados; el tiempo de 

retención (tR), la pureza cromatográfica, la masa experimental y la masa teórica. El perfil 

cromatográfico de los péptidos obtenidos muestra una especie principal con purezas 

cromatográficas mayores al 92% y la masa experimental es concordante con la masa teórica, 

sugiriendo que los péptidos fueron viables sintéticamente y que se obtuvieron los productos 

esperados.  

Tabla 5 Caracterización por HPLC y LC-MS de los péptidos seleccionados 

Péptido Secuencia 

RP-HPLC  M 

tR 

(min) 
Pureza (%)  Teórica Experimental % Error 

1-TFA (RRWQWRRLLR)2K-Ahx 8,5 97  3272,9790 3272,9722 2 

2-TFA (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 8,3 99  3341,9700 3341,9761 2 
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3-TFA KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 8,8 92  2092,3270 2092,3498 11 

4-TFA RRWQWRRWQWR 7,7 93  1797,9700 1797,9588 6 

M en uma; corresponde a la masa monoisotópica 

El % error esta dado en ppm 

 

La Tabla 6 presenta un resumen de los péptidos seleccionados para este trabajo con lo 

previamente reportado correspondiente a la actividad hemolítica, actividad antibacteriana 

en cepas de referencia en E. coli y S. aureus y la actividad anticancerígena en líneas celulares 

MCF-7 y HeLa. Donde se encontró que los péptidos seleccionados presentaron actividad 

antibacteriana contra E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC (excepto el péptido 4-TFA). 

Mientras que los péptidos 2-TFA y 3-TFA presentaron efecto citotóxico en células MCF-7 

y el péptido 3-TFA presentó efecto citotóxico en células HeLa [15] [16] [51].  

Tabla 6 Actividad antibacteriana y anticancerígena reportada para los péptidos seleccionados. *determinada 

a 200 µg/mL 

Péptido Secuencia 
Carga  

Neta 

% 

Hemolisis* 

Actividad 

Antibacteriana  

(MIC µM) 

Citotóxica (IC50 µM) 

Línea celular  

E. coli S. Aureus MCF-7 HeLa 

1-TFA (RRWQWRRLLR)2K-Ahx +12 - 154 84 - - 

2-TFA (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx +12 >201 154 304 231 >621 

3-TFA KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR +8 132 242 482 12,54  164 

4-TFA RRWQWRRWQWR +6 03 143 - - - 

1 datos tomados de [15] ; 2 datos tomados de [16] ; 3 datos tomados de [51] 
4 datos no publicados 

 

8.2 Verificación del sistema cromatográfico para el análisis del 

contraión 

La evaluación y/o el seguimiento de las reacciones de intercambio del contraión se realizó 

por cromatografía líquida usando una columna Synergi HydroRP® con fase estacionaria C-

18 y con tecnología de endacapping polar; mediante un sistema de elución isocrático (el 

método SHRP-HPLC, el cual fue denominado en este trabajo así por la columna empleada, 
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para diferenciarlo de la otra metodología por RP-HPLC). En primer lugar, se evaluó la 

idoneidad del sistema SHRP-HPLC para analizar los ácidos trifluoroacético y acético con 

detectores UV o DAD (Figura 8.1). 

 

Figura 8-1: Perfil Cromatográfico de la solución estándar del ión trifluoroacetato (tR: 2,4min) y ácido 

acético (tR: 3,4min) por SHRP-HPLC (Columna Synergi HydroRP). Equipo Agilent 1260. 

El análisis de los contraiones se realizó en condiciones isocráticas (0-5 min) en 100% A 

(Buffer fosfatos pH 2,56; 20 mM), siguiendo el procedimiento de la sección 7.6.1. Bajo estas 

condiciones, las especies predominantes son el ion trifluoroacetato (pKa TFA = 0,4) y el 

ácido acético (pKa= 4,76). La verificación del sistema cromatográfico se realizó mediante 

el análisis de una mezcla de los estándares de CF3COOH (0,614 mg/g) y CH3COOH (4,87 

mg/g) (Figura 8-1). En el cromatograma se observan dos señales con tR= 2,4 y 3,4 min que 

corresponden a CF3COO- y el CH3COOH, respectivamente. La intensidad de ambas señales 

es adecuada lo que posibilitó la posterior construcción de la curva de calibración. 

Adicionalmente, la simetría de los picos fue adecuada, el factor de asimetría para el 

CF3COO- y CH3COOH fue 2,26 y 2,00 respectivamente, siendo más simétrico el pico que 

corresponde al ácido acético. Además, la resolución de las señales es >2, lo que permite 

diferenciarlas y posibilita el análisis de las dos moléculas simultáneamente en la misma 

corrida. 

También se realizó la evaluación de la idoneidad del sistema en cuanto al tR y el área de las 

señales, donde se verificó que se mantuvieran bajo los criterios de aceptación: tR (±0,05 min) 

y área (±1%) [50]. La Figura 8-2 presenta el cromatograma de comparación entre las seis 

réplicas de CF3COOH (0,614 mg/g) y CH3COOH (4,87 mg/g), donde cada una de las 
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repeticiones están representadas con colores. Los resultados y metodología están acordes 

con Snyder et al. [50] Dado que allí se recomienda realizar seis réplicas a la inyección para 

determinar la repetibilidad del sistema y que las señales deben tener una altura entre 0,1 y 

0,8 AU (100 – 800 mAU), para que estén en el rango lineal.  

 

Figura 8-2: Cromatogramas obtenidos del ensayo de repetibilidad del CF3COO- (tR= 2,4 min) y 

CH3COOH (tR= 3,4 min) por SHRP-HPLC en el equipo Agilent 1260.  

En la Tabla 7 se observan los resultados de la verificación de la idoneidad del sistema 

cromatográfico, encontrando que para los dos parámetros evaluados tR y área se cumplen 

los criterios de aceptación, para el CF3COO- un tR de 2,43 ± 0,01 min y área de 16455806 ± 

0,1% mAU y para el CH3COOH un tR de 3,36 ± 0,02 min y área de 27705744 ± 0,6% mAU. 

Tabla 7 Resultados de la idoneidad del sistema en cuanto al tiempo de retención y el área del pico. Analitos: 

CF3COO- y CH3COOH; equipo Agilent 1260. 

Analito  

 Trifluoroacetato Ácido Acético 

Replica Color tR (min) Área (mAU) tR (min) Área (mAU) 

1 Negro 2,43 16427516 3,38 27761705 

2 Verde claro 2,43 16477886 3,36 27857344 

3 Magenta 2,44 16447799 3,39 27420434 

4 Azul 2,43 16476612 3,34 27672179 

5 Morado 2,43 16468594 3,35 27904966 

6 Azul claro 2,42 16436429 3,35 27617838 

Resultado  2,43 ± 0,01 16455806 ± 0,1% 3,36 ± 0,02 27705744± 0,6% 

Adicionalmente, por la disponibilidad de los equipos la idoneidad del sistema también se 

evaluó en el equipo HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000. Donde igualmente se 

cumplieron los criterios de aceptación para el tR y el área del pico para los dos analitos. Estos 
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resultados con el equipo Thermo Scientific Ultimate 3000 se encuentran en el Anexo A, 

página 85.  

 

Figura 8-3: Cromatograma del péptido 1-TFA por SHRP-HPLC (Columna Synergi HydroRP). En tR= 2,4 min 

aparece el pico del CF3COO-. La línea punteada azul representa el programa cromatográfico empleado el cual 

comienza con elución isocrática de 0-5 min en 0% de B y luego se hace un lavado de la columna en 100% B 

para eluir el péptido y lavar la columna. Equipo Thermo Scientific Ultimate 3000. 

Una vez realizada la verificación del sistema cromatográfico, se procede a analizar el 

contraión en los péptidos. En la Figura 8-3 se presenta el perfil cromatográfico del péptido 

2-TFA (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx con el programa de elución utilizado 0/0/100/100/0/0 

%B en 0/5/6/9/10/16 min (representado por la línea discontinua azul) (Sistema 

cromatográfico SHRP-HPLC).  Este programa se realizó para que igualmente en 

condiciones isocráticas (0-5 min) en 100% A (Buffer fosfatos pH 2,56; 20 mM), tal cual 

como se realizó la verificación del sistema se eluyera solamente el contraión del péptido. 

Luego, en este programa de elución se incrementó la concentración de ACN al 100% en un 

minuto y se mantuvo así hasta los 9 min, esto con el fin de lavar la columna y eluir el péptido. 

Posteriormente se disminuyó la concentración de ACN a cero para equilibrar la columna y 

así realizar una nueva corrida. En tR= 2,4 min se observa la señal correspondiente al ion 

trifluoroacetato (CF3-COO-), presente en el péptido. Entre 8-9 min aparecen señales intensas 

y anchas correspondientes a la elución del péptido por el incremento del %B en el sistema 

cromatográfico (100% ACN), esto es comprobado por el espectro UV tomado por el equipo 

que corresponde al espectro de los péptidos (Anexo A Pag. 94). Para mayor comprensión de 
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los resultados, el análisis del contraión de los péptidos (CF3COO- y el CH3COO-) por esta 

metodología (SHRP-HPLC), se analizará únicamente en la región del cromatograma entre 

0-5 min que corresponde a la elución isocrática. Entonces con la metodología verificada e 

implementada para analizar el contraión de los péptidos, esta se empleó para hacer el 

seguimiento del intercambio del contraión en los péptidos.  

8.3 Etapa 2: Intercambio del contraión de CF3COO- a HCl por 

el método en solución 

8.3.1 Ensayo preliminar de intercambio de contraión trifluoroacetato a 

clorhidrato 

Se realizaron ensayos preliminares utilizando como modelo el péptido 1-TFA 

(RRWQWRRLLR)2K-Ahx, con el fin de reproducir la metodología descrita por Sikora y 

colaboradores [9] y Andrushchenko y colaboradores [53]. Para esto, se disolvieron 7,0 mg 

del péptido puro en 3,0 mL de HCl 0,1 M, la mezcla de reacción se agitó hasta disolución 

completa, luego la solución se colocó a -20oC hasta congelamiento y después se liofilizó 

(este ciclo se realizó 3 veces). El seguimiento de la reacción del cambio de contraión se 

realizó por SHRP-HPLC utilizando la columna Synergi Hydro-RP, esta tecnología de 

endcapping polar permitió cuali-cuantificar simultáneamente el ion CF3COO-, y el 

CH3COOH, como se presentó en la sección anterior. La Figura 8-4 muestra el seguimiento 

de la reacción del intercambio del contraión; esta figura muestra la comparación entre varios 

cromatogramas donde inicialmente se observa el cromatograma del control con los 

estándares de CF3COO- (tR= 2,4 min) y CH3COOH, (tR= 3,4 min). Luego, en los 

cromatogramas del péptido 1-TFA crudo y puro, se observa la señal en tR= 2,4 min que 

corresponde al ion trifluoroacetato, CF3COO-. Es importante resaltar que la señal en tR= 2,4 

min no está presente después de realizar el procedimiento del intercambio del contraión (1-

HCl), lo cual indica que se realizó el intercambio de contraión de trifluoroacetato a 

clorhidrato del péptido 1 de manera eficiente.  
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Figura 8-4: Cromatogramas de SHRP-HPLC entre 0-5 min. Estándar de CF3COO- y CH3COOH (negro), 

el péptido 1-TFA crudo (rosado), el péptido 1-TFA puro (naranja), y el péptido 1-HCl (café). Análisis realizado 

en el equipo Ultimate 3000 Thermo Scientific. 

Adicionalmente, para comprobar que la integridad del péptido 1 no fue afectada por el 

tratamiento con HCl, se analizaron los péptidos 1-TFA y 1-HCl por RP-HPLC con la 

columna monolítica (Chromolith). En los dos cromatogramas (Figura 8-5) se observa una 

señal en tR= 6,4 min que corresponde al péptido con purezas cromatográficas de 96% 

(péptido 1-TFA) y 90% (péptido 1-HCl). Adicionalmente, es importante resaltar que con 

este método no es posible observar las señales correspondientes al contraión dado que este 

no es retenido en la columna cromatográfica y por tanto era necesario tener una metodología 

que permitiera hacer el análisis exclusivamente del contraión. Estos resultados muestran que 

esta metodología es eficaz para realizar el intercambio del contraión de trifluoroacetato a 

clorhidrato sin afectar la integridad del péptido.  
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Figura 8-5: Cromatogramas RP-HPLC (Columna Chromolith) de los péptidos 1-TFA (A) y 1-HCl (B), para 

ambos péptidos el tR fue de 6,4 min. Nota: Estos péptidos fueron analizados en un equipo HPLC Thermo 

Scientific Ultimate 3000 con el mismo método cromatográfico descrito previamente en la sección 7.2, el flujo 

de trabajo fue de 2 mL/min. 

8.3.2 Optimización de la metodología del intercambio de contraión 

trifluoroacetato a clorhidrato 

En el apartado anterior se comprobó la eficacia del método reportado en la literatura para 

realizar el intercambio del contraión de trifluoroacetato a clorhidrato. A partir de este primer 

resultado y del trabajo realizado previamente por González [54] Se determinaron las 

condiciones para la optimización de la metodología. González [54] evaluó varios factores 

como la concentración del HCl (0,1 a 0,5 M), el tiempo de reacción (5 – 10 min), el número 

de ciclos del procedimiento (entre 1 y 2), tiempo de agitación (1 - 5min), concentración del 

péptido (0,5 – 1,0 mg/mL), la temperatura de incubación (20°C a 37°C) y adicionalmente, 

estos factores los evaluó en solvente acuoso (H2O) y solvente orgánico (ACN). Los factores 

predominantes que influyen en el intercambio del contraión corresponden al número de 

ciclos y al tiempo de agitación.  

Teniendo en cuenta lo anterior, y con el fin de optimizar la metodología en cuanto a la 

disminución de tiempos, pasos y uso de solventes siguiendo los parámetros de la química 

verde, se seleccionaron los siguientes parámetros: la concentración del HCl (donde la 

concentración mínima reportada fue de 0,1 M, en este trabajo se evaluaron concentraciones 

más bajas a esta), el número de veces que se realizó el proceso (número de ciclos), el tiempo 
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de tratamiento del péptido en HCl (tiempo de agitación) y la concentración del péptido 

(Tabla 8). Para realizar la optimización del método se utilizó el péptido 2-TFA 

(RRWQWRFKKLG)2K-Ahx. 

Tabla 8 Parámetros de optimización de la reacción del intercambio del contraión de trifluoroacetato a 

clorhidrato del péptido 2-TFA. 

Parámetro Condiciones evaluadas 

Concentración HCl (M) 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 

N° veces que se realizó el proceso 1 2 3 4 5 

Tiempo de tratamiento en HCl (min) 0,5 1 2 3 4 

Concentración del péptido (mg/mL) 0,5 1 2 5 10 

 

Primero se evaluó la concentración del HCl y el número de ciclos que se realizó el proceso, 

los demás parámetros se mantuvieron constantes. En la Figura 8-6 se observan los 

cromatogramas del péptido 2-HCl (obtenido por tratamiento del péptido 2-TFA con HCl 

0,02 M, tiempo de agitación de la mezcla de reacción de 3,0 min y posterior liofilización), 

en función del número de repeticiones del proceso. Se observa que el pico correspondiente 

al CF3COO- disminuyó a medida que aumentó el número de veces que se realizó el proceso. 

Con el primer ciclo de intercambio, se observó que el péptido 2-HCl presentó una pequeña 

señal en tR= 2,4 min (círculo) que corresponde al CF3COO-, indicando que el intercambio 

del contraión no fue completo. Cuando el proceso de intercambio del contraión se realizó 2, 

3, 4, o 5 veces, la señal de tR= 2,4 min no fue detectable, indicando que el intercambio del 

contraión fue realizado satisfactoriamente. Este resultado indica que haciendo dos veces el 

proceso de intercambio del contraión del péptido 2-TFA (0,5 mg/mL, HCl 0,02 M por 3,0 

min y posterior liofilización) es suficiente para realizar el intercambio del contraión a 

clorhidrato.  
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Figura 8-6: Monitoreo del intercambio de contraión del péptido 2-TFA a 2-HCl por SHRP-HPLC. El 

péptido 2-TFA (0,5 mg/mL) fue disuelto en HCl 0,02 M y agitación por 3,0 min y luego liofilizado. L1 a L5 

representa el número de veces que se repitió el proceso de intercambio del contraión, Cuando se realizó un 

solo ciclo (L1) se observa una señal en tR= 2,4 min (circulo negro) que corresponde al péptido 2-TFA, esta 

señal no se detecta cuando el proceso se repitió 2, 3, 4 o 5 veces (L2-L5). 

Cuando se realizó este mismo experimento modificando la concentración del HCl (0,04, 

0,06, 0,08 y 0,10 M) se observó el mismo comportamiento, con el primer ciclo se observa 

una pequeña señal correspondiente al contraión CF3COO- del péptido 2-TFA, mientras que 

cuando el proceso se repitió 2 o más veces el intercambio del contraión a clorhidrato fue 

completo (Anexo C, pág. 96).  

El siguiente parámetro evaluado fue el tiempo de tratamiento del péptido (0,5 mg/mL) con 

la solución de HCl 0,02 M, se evaluaron 5 tiempos (0,5, 1, 2, 3 y 4 min) y una vez cumplido 

el tiempo del tratamiento, la solución se congeló y se liofilizó, se realizaron dos ciclos. 

Figura 8-7 presenta los cromatogramas para el intercambio del contraión del péptido 2-TFA 

a 2-HCl en función del tiempo de tratamiento. El perfil cromatográfico del péptido crudo 

sin tratamiento muestra la señal del CF3COO- en tR= 2,4 min, sin embargo, esta señal no se 

observó en ninguno de los péptidos tratados a diferentes tiempos, esto indica que 

posiblemente el tiempo de tratamiento del péptido en la solución de HCl 0,02 M no afecta 

significativamente en el intercambio del contraión, por ende, se puede usar un tiempo de 

tratamiento de 30 s.  



 47 

 

 

Figura 8-7: Monitoreo del intercambio de contraión de 2-TFA a 2-HCl por SHRP-HPLC tratando el 

péptido (0,5 mg/mL) con HCl 0,02 M a diferentes tiempos y posterior congelamiento y liofilización. Se 

observa el perfil cromatográfico del péptido 2-TFA sin tratamiento, donde la señal en tR= 2,4 min corresponde 

al contraión CF3COO-. 

Por último, se evaluó la concentración del péptido en la solución de HCl, para esto el péptido 

(0,5 a 5 mg/mL) fue tratado con HCl 0,02 M, por 30 s, luego se congeló la solución y se 

liofilizó, este proceso se repitió dos veces. La Figura 8-8 muestra los resultados obtenidos, 

cuando se utilizó la concentración de péptido de 10 mg/mL se observó una pequeña señal 

en tR=2,4 min, mientras que en las concentraciones de péptido entre 0,5-5 mg/mL el 

intercambio del contraión fue completo. Esto indica que no es recomendable realizar el 

intercambio del contraión con una concentración alta de péptido (10 mg/mL) en HCl, dado 

que posiblemente no hay una disolución completa del péptido y por tanto el intercambio no 

se da de manera efectiva. 
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Figura 8-8: Monitoreo del intercambio de contraión del péptido 2-TFA a 2-HCl por SHRP-HPLC 

variando la concentración de péptido. El perfil cromatográfico del péptido 2-TFA sin tratamiento (control) 

muestra una señal en tR= 2,4min correspondiente al contraión CF3COO-. 

Inesperadamente en las figuras 8-6, 8-7 y 8-8 se observó una señal de baja intensidad en tR= 

2,7 min que no corresponde al ion trifluoroacetato ni al acetato y que fue observada cuando 

se analizó el agua MilliQ (blanco), sugiriendo una posible impureza, por lo que no es tenida 

en cuenta en esta discusión (Anexo D, pág. 97).  

De acuerdo con los resultados, en la optimización de la metodología para el intercambio del 

contraión de trifluoroacetato a clorhidrato se establecieron como mejores condiciones: 

péptido (0,5-5 mg/mL) tratado con HCl 0,02 M por 30 s, posterior congelamiento y 

liofilización, donde se recomiendan 2 ciclos.  

Los péptidos 2-TFA y 2-HCl fueron analizados por RP-HPLC con una columna C-18 

monolítica para comprobar que la integridad del péptido se mantuvo después del tratamiento 

con HCl. Los perfiles cromatográficos de ambos péptidos muestran las mismas 

características con una señal principal en tR= 8,07 min (Figura 8-9) con purezas 

cromatográficas del 86%, lo que indica que el péptido mantiene sus propiedades 

cromatográficas luego del proceso de intercambio del contraión.  
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Figura 8-9: Cromatogramas obtenidos por RP-HPLC C-18 (Columna Chromolith). (A) Péptido 2-TFA 

((RRWQWRFKKLG)2K-Ahx) y (B) Péptido 2-HCl con tR= 8,07 min. 

 

Mediante la metodología optimizada se intercambió adicionalmente el contraión de los 

péptidos 1-TFA, 3-TFA y 4-TFA. A manera de ejemplo la figura 8-10 presenta los perfiles 

cromatográficos de los péptidos 1-TFA (producto de partida) y 1-HCl (producto obtenido). 

En el cromatograma del péptido 1-TFA se observa la señal en tR= 2,4 min que corresponde 

al contraión CF3COO- mientras que en el cromatograma del péptido 1-HCl no se observó 

esta señal, sugiriendo que la metodología optimizada es adecuada para realizar el 

intercambio del contraión de trifluoroacetato a clorhidrato de péptidos monoméricos y 

diméricos derivados de LfcinB.  
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Figura 8-10: Cromatograma de los péptidos 1-TFA y 1-HCl obtenidos por SHRP-HPLC. El perfil 

cromatográfico del péptido 1-TFA presenta la señal en tR= 2,4 min correspondiente al contraión CF3COO-, 

mientras que en el cromatograma del péptido 1-HCl esta señal no se detectó (circulo rosado). 

Para determinar la versatilidad de esta metodología también se realizó el cambio del 

contraión en secuencias de péptidos adicionales (5-TFA al 14-TFA) (Tabla 9), donde se 

obtuvieron resultados similares demostrando que esta metodología es aplicable a péptidos 

con diferentes propiedades fisicoquímicas (Tabla 9) como péptidos monoméricos (4-TFA al 

12-TFA), diméricos (13-TFA y 14-TFA) y una quimera con el motivo RGD (12-TFA) y 

péptidos que contienen aminoácidos no naturales (7-TFA, 10-TFA y 14-TFA). El método 

de intercambio del contraión es eficaz independiente del número de residuos y la carga neta 

del péptido. Se realizó exitosamente el intercambio del contraión a 3 péptidos con igual 

número de residuos, pero con distinta carga neta (5-TFA al 7-TFA) y péptidos con igual 

carga neta, pero con distinto número de residuos (7-TFA al 12-TFA). También se utilizó el 

péptido LTX-315 (7-TFA) que es un péptido oncológico que ha sido ampliamente estudiado 

y que se encuentra en fases clínicas.  

Tabla 9 Propiedades fisicoquímicas de los péptidos utilizados para intercambiar el contraión de 

trifluoroacetato a clorhidrato utilizando las condiciones optimizadas; Péptido (5 mg/mL) tratado con HCl 

0,02 M por 30s, posterior congelamiento y liofilización, este proceso se repitió 2 veces. 

Código Secuencia Residuos 
Carga 

neta 

% TFA 

teórico 

TFA 

remanente* 

1-TFA (RRWQWRRLLR)2K-Ahx 22 12 29 ND 

2-TFA (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 24 12 29 ND 

3-TFA KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 15 8 30 ND 
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4-TFA RRWQWRRWQWR 11 6 28 ND 

5-TFA RWQWMWQWR 9 3 19 ND 

6-TFA RWQWRWQWR 9 4 23 ND 

7-TFA KKWWKKW-Dip-K 9 6 32 ND 

8-TFA RRWQWRRLLR 10 6 31 ND 

9-TFA RRWQWRFKKL 10 6 31 ND 

10-TFA RRWQWR-Nal-KKLG 11 6 30 ND 

11-TFA Ahx-RRWQWRFKKLG 12 6 29 ND 

12-TFA DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD 17 6 22 ND 

13-TFA (RWQWRWQWR)2K-Ahx 20 8 22 ND 

14-TFA (RRWQWR-Nal-KKLG)2K-Ahx 24 12 28 ND 

*TFA remanente en el péptido luego del tratamiento con HCl (metodología optimizada). ND: No detectado 

En resumen, se evidenció que se realizó satisfactoriamente el intercambio del contraión 

trifluoroacetato a clorhidrato en todos los péptidos; en ninguno de los péptidos-HCl se 

detectó la señal del CF3COO- en tR= 2,4 min. (Los cromatogramas del intercambio del 

contraión de los péptidos evaluados se encuentran en el Anexo I, pág. 105). 

8.3.3 Seguimiento del intercambio del contraión por espectroscopia FT-

ATR 

Otra técnica analítica implementada para realizar el seguimiento del intercambio de 

contraión fue por Reflectancia Total Atenuada (FT-ATR). Para conocer las señales 

predominantes del trifluoroacetato en los péptidos, se investigó el espectro FT-ATR del 

trifluoroacetato de sodio, donde se muestra una señal en 1673 cm-1 debido al estiramiento 

del grupo carbonilo, dos señales entre 1100-1250 cm-1 debidas posiblemente al estiramiento 

de los enlaces C-F y C-C (1218 y 1141 cm-1 respectivamente) y tres señales características 

en la región de la huella dactilar 842, 808 y 738 cm-1 (Figura 8-11). A partir de estas señales 

se realizó el monitoreo de la reacción del intercambio del contraión por espectroscopía FT-

ATR. Por otro lado, el análisis de péptidos por FT-ATR involucra tres regiones del espectro: 

región Amida I (1600-1690 cm-1, estiramiento 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) [8] (figuras 8-11). Las señales del contraión CF3COO- en 1673 cm-1, 700-950 cm-1 y 

1100-1250 cm-1 se pueden superponer a las señales del péptido de la región de Amida III [9] 
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sin embargo, fue posible utilizarlas para realizar el seguimiento del intercambio del 

contraión.  

 

Figura 8-11: Espectro FTIR-ATR para la sal de trifluoroacetato de sodio (Na+ CF3COO-). Fuente: 

ChemicalBook (2017) [55]  

 

En la figura 8-12 se observa el espectro FT-ATR del péptido 1-TFA el cual presenta señales 

en 1655 cm-1 (región Amida I; estiramiento C=O) y 1543 cm-1 (región Amida II). Se observa 

superposición de las señales en la región de 1200-1138 cm-1 del estiramiento C-F y de la 

región Amida III. Adicionalmente, podemos visualizar bandas intensas en la región de 750-

900 cm-1 debidas al trifluoroacetato. Por otro lado, se ven señales en 1958 y 2928 cm-1 que 

corresponden a estiramientos C-H alifáticos. 

La figura 8-12B presenta el espectro FT-ATR para el péptido 1-HCl, donde se conservan 

algunas regiones de su contraparte 1-TFA (figura 8-12A), por ejemplo, las señales de 1655 

y 1543 cm-1. Sin embargo, se observaron variaciones en las regiones de 1100 a 1200 cm-1 y 

de 750 a 950 cm-1. Para el péptido 1-HCl se observan dos señales de muy baja intensidad en 

1204 cm-1 y otra señal de baja intensidad en 1134 cm-1. Entre 750 y 950 cm-1 las tres señales 

837, 802 y 721 cm-1 tienen menor intensidad. Lo anterior indica que las regiones entre 1100 
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a 1200 cm-1 y de 750 a 950 cm-1 pueden ser utilizadas para monitorear de manera cualitativa 

y rápida el progreso de la reacción de intercambio del contraión, en función de la 

desaparición de las bandas del TFA.  

 

 

Figura 8-12: Monitoreo de la reacción del intercambio del contraión. Espectros FT-ATR de los péptidos 

(A) 1-TFA y (B) 1-HCl. Las franjas de color rosado muestran las señales que se atribuyen al TFA. 

8.3.1 Seguimiento y cuantificación del intercambio del contraión por 19F 

RMN 

El experimento RMN 19F fue utilizado para realizar el seguimiento del intercambio del 

contraión mediante la abundancia isotópica del 19F, la cual corresponde al 100%, por lo 

tanto, es bastante sensible para detectar trifluoroacetato en los péptidos. En la Figura 8-13 

# Señal cm-1 

1 1655 

2 1543 

3 1204 

4 1134 

5 837 

6 802 

7 721 

8 617 

# Señal cm-1 

1 1655 

2 1543 

3 1172 

4 1114 

5 744 

6 671 

7 621 
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se observa la comparación entre los espectros de 19F RMN de los péptidos 1-TFA (Figura 

8-13A) y 1-HCl (Figura 8-13B). En ambos espectros se observa un singlete en -75,5 ppm 

que integra para tres átomos de Flúor. La señal corresponde al desplazamiento químico del 

flúor en el CF3COO-. En la figura 13A se observa una señal con intensidad de alrededor 6 

x106 para el péptido con TFA y en la figura 13 B se observa una señal con intensidad de 

alrededor de 5x104 que corresponde al TFA después de realizar el intercambio del contraión 

con HCl, esto significa una disminución de dos órdenes de magnitud en la concentración del 

TFA en el péptido después del intercambio de contraión. Con la relación de alturas se estimó 

que la remoción del contraión trifluoroacetato fue mayor al 95%. Al calcular la relación de 

la altura de la señal de los dos péptidos se estableció que el cambio del contraión fue 

eficiente, lo que concuerda con lo observado por RP-HPLC. 

  

  

A 

B 
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Figura 8-13: Espectros 19F RMN para el péptido 1-TFA (20 mg/mL): (376 MHz, H2O+D2O) δ -75.76. (A) y 

1-HCl (16 mg/mL): (376 MHz, D2O) δ -75.76. (B).; Nótese que la escala del espectro de 1-TFA es mayor en 

un orden de magnitud respecto a la del péptido 1-HCl 

Analizando del contraión por 19F-RMN [8] , se añadió a las muestras de péptido un estándar 

interno de trifluoroetanol (TFE). El TFE presenta una señal en forma de triplete con un 

desplazamiento químico en -76,97 ppm, esta forma de triplete se presenta por interacciones 

heteronucleares del flúor con los hidrógenos adyacentes a tres enlaces en el carbono 

alcohólico (Figura 8-14).  

 

Figura 8-14: Espectro 19F RMN para el péptido 1-TFA (20 mg/mL): (376 MHz, H2O+D2O) δ -75.76 (TFA) y 

δ -76.97 (TFE). El TFE fue usado como patrón interno para hacer el seguimiento del TFA en los péptidos. 

Se construyeron de manera exploratoria dos curvas de calibración (estándar interno (SI) y 

estándar externo (SE)) con tres niveles de concentración y una réplica, utilizando como 

estándar interno el trifluoroetanol (TFE) y el estándar externo el TFA. Para la curva con SI 

se prepararon tres soluciones pesando tres cantidades diferentes de TFA y una cantidad 

constante de TFE (10 µL) en agua deuterada. Las soluciones se analizaron por 19F-RMN 

como se describe anteriormente. La curva de calibración por SI se construyó graficando 

[TFA]/[TFE] vs la relación de áreas [ATFA]/ATFE] (que es la relación de la integración de las 

señales de singlete de TFA -75,76 ppm y el área de la señal de TFE que es un triplete con 
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desplazamiento químico en -76,97 ppm). Para la curva de SE, se graficó [TFA] p/p Vs la 

altura de la señal del TFA (Anexo H, pág. 104). 

Tabla 10 Resultados de las curvas de calibración por 19F-RMN. 

Curva de calibración usando estándar interno 

 Peso en mg   

Muestra TFA TFE Solución 
[TFA]/ 

[TFE] 

Área 

TFA/ 

Área 

TFE 

Nivel 1 113,29 11,54 555,39 1,26 0,58 

Nivel 2 327,36 11,15 547,65 3,75 3,95 

Nivel 3 429,92 10,89 544,08 5,05 6,14 

y= 1,45x-1,31; r2 = 0,996 

Curva de calibración usando estándar externo 

Muestra Peso TFA Peso solución [TFA] p/p Altura señal  

Nivel 1 113,29 555,39 0,27 513606  

Nivel 2 327,36 547,65 0,80 1277748  

Nivel 3 429,92 544,08 1,06 2076666  

y= 19120338x-68573; r2 = 0,957 

Péptido Peso  [péptido]p/p** Altura señal [TFA] p/p %TFA* 

2-TFA 6,68 12,04 4586628 2,44 20 

2-HCl 5,00 9,08 4000 0,04 0,4 

2-AcOH 8,95 16,30 83879 0,08 0,5 

1-TFA 10,06 18,18 6042464 3,20 18 

1-HCl 8,00 14,45 50538 0,06 0,4 

3-TFA 10,11 15,22 5382374 2,85 19 

3-HCl 4,44 6,68 20309 0,05 0,7 

*%TFA en la solución de TFA-D2O. ** la concentración de péptido en la solución deuterada (p/p) fue 

calculada utilizando el volumen de D2O adicionado y la densidad reportada del D2O = 1,105 g/mL. 

 

De manera preliminar la curva con SI presentó mayor coeficiente de determinación 

indicando que este método puede ser utilizado para cuantificar el contenido de ión 

trifluoroacetato en los péptidos. Se cuantificó el contenido de TFA en los péptidos mediante 

la curva de SE; los péptidos fueron disueltos en D2O lo que permitió calcular el porcentaje 

de TFA, obteniendo que los péptidos 1-TFA, 2-TFA y 3-TFA contienen entre 18-20% de 

TFA, mientras que en los péptidos 1-HCl, 2-HCl. 2-AcOH y 3-HCl, el contenido de TFA 
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fue menor al 1%. Estos resultados son acordes con los observado en los análisis por SHRP-

HPLC. 

8.3.2 Cuantificación de los contraiones trifluoroacetato o acetato en 

péptidos por SHRP-HPLC 

 

Teniendo en cuenta la idoneidad del sistema cromatográfico y la optimización de la 

metodología para el intercambio del contraión, se construyó la curva de calibración para el 

CF3COO- y para el ácido acético, CH3COOH (Figura 8-15). Para cada curva de calibración 

se usaron 12 niveles de concentración (n=2) y se realizó el tratamiento de los datos para 

evaluar el ajuste por el método de mínimos cuadrados ordinarios. Los niveles fueron 

diseñados para que se tuviera un amplio rango, que permitiera evaluar el contenido del ion 

trifluoroacetato en el péptido-TFA y en el péptido-HCl.  

 

Figura 8-15: Cromatograma de la curva de calibración para cuantificar el contraión CF3COO- (tR= 2,4 

min) y el CH3COOH (tR= 3,4 min) obtenida por SHRP-HPLC.  

8.3.2.1 Curva de calibración del contraión trifluoroacetato 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se construyó la curva de calibración para el 

contraión trifluoroacetato como se muestra en la figura 8-16, donde se observa una tendencia 

lineal, no se observan datos atípicos (alejados de la curva ajustada), el ajuste por mínimos 

cuadrados normales de los valores de la curva de calibración del CF3COO- de los datos 
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comprendidos en el intervalo 0,026–1,200 mg/g (figura 8-16) arrojó los siguientes 

resultados: coeficiente de correlación de r= 0,9997 y un coeficiente de determinación r2= 

0,9993. Adicionalmente, se realizaron pruebas estadísticas y de sensibilidad a esta curva de 

calibración para determinar el mejor rango de trabajo para cuantificar el contraión presente 

en los péptidos.  

 

 
Figura 8-16: Curva de calibración del contraión trifluoroacetato, rango de concentraciones 0,026–1,200 

mg/g 

 

La gráfica de sensibilidad (intervalo de 95-105%) (Figura 8-17) indica que todos los niveles 

de concentración se encuentran dentro del rango de linealidad a excepción del nivel de 

mayor concentración (1,200 mg/g). Se observa que a medida que se aumenta la 

concentración (0,600-1,200 mg/g) los valores se alejan del valor medio en la curva de 

sensibilidad, se manejaron límites de tolerancia de un 5% por encima y por debajo del valor 

de la mediana. 
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.  

Figura 8-17: Gráfica de sensibilidad de la curva de calibración (0,026–1,200 mg/g) del CF3COO-. 

Al analizar la gráfica de sensibilidad (figura 8-17) y el % residuales (Anexo E, pág. 98), se 

evidenció que el nivel de más alta concentración sale del rango y que el nivel de la 

concentración más baja presentó más del 20% en el cálculo de los residuales relativos. 

Entonces se selecciona el rango de trabajo entre el nivel 2 al 11 (0,017 – 0,889 mg/g TFA) 

y la inspección visual de esta curva (figura 8-18) muestra tendencia lineal, no se observan 

datos atípicos y el ajuste de los datos por mínimos cuadrados ordinarios muestra un 

coeficiente de correlación de 0,9999 y un coeficiente de determinación (R2) de 0,9998 (Tabla 

11). 

 

Figura 8-18: Curva de calibración del CF3COO- con el rango de trabajo seleccionado 
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Figura 8-19: Gráfico de sensibilidad de la curva de calibración del CF3COO- con el rango de trabajo 

seleccionado 

 

La Figura 8-19 presenta el gráfico de sensibilidad para la curva de calibración (0,017 – 0,889 

mg/g TFA). Para este caso, el análisis de sensibilidad muestra que todos los puntos 

seleccionados se encuentran en el rango lineal.  

 

Figura 8-20: Gráfico de residuales para la curva de calibración del CF3COO- 

El análisis de los residuales (Figura 8-20) muestra que hay valores positivos y negativos en 

el intervalo usado, se observa la aleatoriedad de los valores. Sin embargo, los valores 

correspondientes a niveles bajos de concentración (0,002-0,005 mg/g) se concentran en el 

lado positivo de los residuales lo que puede considerarse como tendencia, sugiriendo 

heterocedasticidad del sistema. Sin embargo, el porcentaje de los residuales relativos fueron 

menores al 20%, (Tabla 11). 
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Tabla 11 Análisis de residuales relativos de la curva de calibración de CF3COO- 

TFA (mg/g) Pronóstico para Y Residuos % Residuales 

0,017 811494 -129741 16,0 

0,017 811494 -128066 15,8 

0,024 1100324 -100876 9,2 

0,024 1100324 -99706 9,1 

0,033 1434108 -76619 5,3 

0,033 1434108 -77898 5,4 

0,044 1859578 -56078 3,0 

0,044 1859578 -47510 2,6 

0,084 3392584 -14233 0,4 

0,084 3392584 -15540 0,5 

0,123 4897974 25860 0,5 

0,123 4897974 34419 0,7 

0,132 5222645 93176 1,8 

0,132 5222645 87797 1,7 

0,294 11475425 286207 2,5 

0,294 11475425 292588 2,5 

0,594 22987264 191252 0,8 

0,594 22987264 195949 0,9 

0,890 34356992 -231652 0,7 

0,890 34356992 -229328 0,7 

 

El análisis por t-student y Anova indican que la pendiente es diferente de cero lo que sugiere 

una relación lineal (Anexo F, pág. 100). A pesar de que el sistema es heterocedástico, se 

considera utilizar el ajuste por mínimos cuadrado-ordinarios para determinar el contenido 

del contraión CF3COO- teniendo en cuenta lo expuesto por Snyder y colaboradores [50], 

que indica que este comportamiento se observa en curvas de calibración construidas 

utilizando la concentración del analito expresada en p/p. Además, la gráfica del %-error vs 

el log de la concentración (%-error plot) (Figura 8-19) muestra que el error relativo a 

concentraciones bajas (6%) fue menor comparado con el encontrado para los niveles altos 

de concentración; Snyder menciona que el error permitido es máximo 20% y en este caso se 

puede asumir que el ajuste lineal de los datos es adecuado. 
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Figura 8-21: Gráfico %-error Vs log concentración del TFA (rango entre 0,026–1,200 mg/g) 

 

Tabla 12 Parámetros de las curvas de calibración ajustada por el método de mínimos cuadrados 

Parámetros de las curvas de calibración de los iones  

Parámetro Trifluoroacetato Acetato 

Ecuación 𝒚 = (38439532 ± 125355)𝒙 + 159872 𝒚 = (5845969 ± 8191)𝒙 − 6040 

R 0,9998 1 

r2 0,9999 1 

LOD mg/g 0,0038  0,007 

LOQ mg/g 0,0116 0,022 

Rango de trabajo mg/g 0,017–0,889 0,022 – 3,940 

   

En la Tabla 13 se muestran los resultados del contenido de CF3COO- para los péptidos 1-

TFA, 2-TFA, 3-TFA, 4-TFA y 6-TFA el cual estuvo fue entre 0,112 y 0,143 mg/g y para 

los péptidos con el contraión clorhidrato el contenido de CF3COO- fue menor al límite de 

cuantificación (LOQ). Igualmente, este resultado indica que el método permite realizar el 

intercambio del contraión efectivamente y que el CF3COO- remanente en el péptido es muy 

bajo.  

Tabla 13 Concentración del contraión trifluoroacetato de los péptidos. 

Péptido Secuencia 
Concentración (mg/g) 

Péptido CF3COO- 

1-TFA (RRWQWRRLLR)2K-Ahx 1,04 0,143 
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1-HCl 1,05 <LOQ 

2-TFA 
(RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 

1,04 0,143 

2-HCl 1,05 <LOQ 

3-TFA 
KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

1,05 0,112 

3-HCl 1,14 <LOQ 

4-TFA 
RRWQWRRWQWR 

1,05 0,137 

4-HCl 1,04 <LOQ 

6-TFA 
RWQWRWQWR 

1,05 0,143 

6-HCl 1,02 <LOQ 

 

8.3.2.2 Curva de calibración del ácido acético 

La curva de calibración del CH3COOH (Figura 8-22) muestra el valor de 1 para el 

coeficiente de correlación y el coeficiente de determinación, el análisis de la gráfica de 

sensibilidad (Figura 8-23) indica que todos los niveles de concentración estuvieron en el 

rango de linealidad, por lo que el rango de trabajo se estableció entre 0,022–3,940 mg/g de 

acetato, para este caso el LOD y LOQ dieron valores de 0,007 y 0,022 mg/g de acetato 

respectivamente. 

Para determinar la linealidad de la curva de calibración del CH3COOH se realizaron pruebas 

estadísticas de ANOVA y se determinó que el valor critico de F es menor a F calculado 

(Anexo G, pág. 102). El análisis por t Student muestra que el intercepto pasa por cero y la 

pendiente es diferente a cero. El análisis del % de residuales relativos muestra que todos los 

valores están por debajo del 20%, es decir están en el criterio de aceptación. El gráfico de 

residuales tiene un comportamiento heterocedástico, sin embargo, en forma similar a la 

curva de calibración del CF3COO-, esta cumple con los demás criterios de linealidad, como 

% residuales relativos, tendencia lineal, ausencia de valores atípicos, valores del coeficiente 

de correlación y determinación cercanos a 1 (Tabla 14) por lo que se asume que la curva de 

calibración ajustada por mínimos cuadrados normales es adecuada para determinar el 

contenido CH3COOH.  
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Figura 8-22: Curva de calibración CH3COOH 

 

 

Figura 8-23: Gráfica de sensibilidad de la curva de calibración del CH3COOH. Observe que todos los 

valores de la curva se encuentran en el rango lineal. 

 

 
Tabla 14 Parámetros de las curvas de calibración ajustada por el método de mínimos cuadrados 

Parámetros de las curvas de calibración de los iones  

Parámetro Trifluoroacetato Acetato 

Ecuación 𝒚 = (38439532 ± 125355)𝒙 + 159872 𝒚 = (5845969 ± 8191)𝒙 − 6040 

R 0,9998 1 

r2 0,9999 1 

LOD mg/g 0,0038  0,007 

LOQ mg/g 0,0116 0,022 

Rango de trabajo mg/g 0,017–0,889 0,022 – 3,940 
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8.4 Caracterización de los péptidos obtenidos por técnicas 

analíticas: RP-HPLC, LC-MS y RMN  

8.4.1 Caracterización por RP-HPLC 

Los péptidos obtenidos con el contraión trifluoroacetato y clorhidrato fueron caracterizados 

por RP-HPLC para verificar que se mantiene la identidad e integridad luego del tratamiento 

con HCl. La Figura 8-24 presenta los cromatogramas de los péptidos 1-TFA y 1-HCl, para 

ambos péptidos se observa una especie mayoritaria en tR= 8,5 min y una pureza mayor al 

97%. La Tabla 15 muestra la caracterización de los péptidos evaluados, en la mayoría de los 

péptidos se puede observar que el tR no varió entre el péptido-HCl y el péptido-TFA, con 

excepción de los péptidos 10-TFA y 10-HCl ya que la variación del tiempo de retención fue 

de 4%. Algunos de los péptidos fueron utilizados sin purificar (péptido crudo), con purezas 

cromatográficas inferiores al 85%. Las purezas de los péptidos antes y después del 

intercambio del contraión fueron similares. 
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Figura 8-24: Cromatogramas obtenidos por RP-HPLC (Columna monolítica) de los péptidos 1-TFA (A) 

y 1-HCl (B). Ambos péptidos tienen el mismo tR= 8,5 min y purezas cromatográficas superiores al 97% lo que 

indican que el péptido mantuvo su integridad e identidad luego del intercambio del contraión.  

Tabla 15 Caracterización de los péptidos (TFA y HCl) por RP-HPLC (Chromolith). 

Código Secuencia 
Péptido-TFA   Péptido-HCl 

tR (min) % Pureza   tR (min) % Pureza 

1 (RRWQWRRLLR)2K-Ahx 8,5 97   8,5 99 

2 (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 8,4 99   8,4 87 

3 KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 9,0 91   9,0 89 

4 RRWQWRRWQWR 7,7 93   7,7 90 

5 RWQWMWQWR 9,2 92   9,3 86 

6 RWQWRWQWR 8,6 78   8,6 80 

7 KKWWKKW-Dip-K 8,6 89   8,6 84 

8 RRWQWRRLLR 7,8 82   7,8 88 

9 RRWQWRFKKL 7,9 77   8,0 73 

10 RRWQWR-Nal-KKLG 8,2* 86   8,5* 84 

11 Ahx-RRWQWRFKKLG 7,9 95   7,9 90 

12 DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD 8,2 81   8,2 82 

13 (RWQWRWQWR)2K-Ahx 9,2 81   9,0 83 

14 (RRWQWR-1Nal-KKLG)2K-Ahx 8,5 74   8,5 74 

*Péptido con diferencia de tiempo de retención del 4% 

8.4.2 Caracterización por LC-MS 

El análisis por espectrometría de masas se realizó para los péptidos 1 al 4 con el fin de 

confirmar la identidad y la masa de los péptidos. La Figura 8-25 presenta los espectros de 
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masas para los péptidos 1-TFA y 1-HCl donde se verifica que la masa experimental 

corresponde a la masa teórica para ambos péptidos. Los resultados de RP-HPLC y LC-MS 

permiten establecer que la identidad y la integridad del péptido se mantuvo luego del 

intercambio del contraión.  

 

 

Figura 8-25: Espectro de masas LC-ESI-QTOF de los péptidos 1-TFA (arriba) y 1-HCl (abajo). Se 

observan las especies multicargadas y la ampliación de la distribución isotópica, la deconvolución del espectro 

de masas permitió determinar la masa experimental del péptido.   
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Este mismo análisis se realizó para los péptidos 2, 3 y 4 (Tabla 16), donde se observó el 

mismo comportamiento, los tiempos de retención se mantuvieron, las purezas 

cromatográficas fueron mayores al 85% y las masas experimentales correspondieron con las 

masas teóricas en todos los casos. Esta caracterización por cromatografía liquida y por 

espectrometría de masas permitió comprobar que no hay alteraciones en la integridad e 

identidad del péptido cuando se realiza el intercambio del contraión. 

Tabla 16 Caracterización de los péptidos antes y después del intercambio del contraión 

Péptido Secuencia 
RP-HPLC M 

tR (min) Pureza (%) Teórico Experimental 

1-TFA 
(RRWQWRRLLR)2K-Ahx 

8,5 97 3272,9600 3273,0022 

1-HCl 8,5 99 3272,9600 3272,9722 

2-TFA 
(RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 

8,4 99 3342,5000 3342,9792 

2-HCl 8,4 87 3342,5000 3342,9760 

3-TFA 
KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

9,0 91 2092,3270 2092,3498 

3-HCl 9,0 89 2092,3270 2092,3513 

4-TFA 
RRWQWRRWQWR 

7,7 93 1797,9700 1797,9588 

4-HCl 7,7 90 1797.9700 1797,9573 

8.4.3 Caracterización por RMN 1H y COSY 

La caracterización de los péptidos obtenidos también se realizó mediante los experimentos 

RMN 1H y COSY. En los espectros 1H (8-26A y 8-27A) de ambos péptidos se observó que 

la mayoría de las señales tienen el mismo desplazamiento químico y multiplicidad, 

sugiriendo que el péptido no fue afectado por el tratamiento con HCl 0,02 M (figura 8-26A), 

lo que concuerda con los resultados de los análisis de RP-HPLC y LC-MS. 
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Figura 8-26: Espectro RMN  1H (arriba) y COSY (abajo) para el péptido 1-HCl 

En los experimentos COSY se puede observar que la mayoría de las señales coinciden en 

ambos espectros, excepto `para el multiplete en la región de 2-2,5 ppm observado en el 

péptido 1-HCl. Estos resultados son concordantes con los resultados de 19F, 1H, RP-HPLC 

y LC-MS que indican que el péptido no fue afectado por el tratamiento con HCl 0,02 M. 
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Figura 8-27: Espectro RMN 1H (arriba) y COSY (abajo) para el péptido 1-TFA 
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Figura 8-28: Superposición de los espectros RMN 1H de los péptidos 1-TFA y 1-HCl 

8.5 Etapa 3: Ensayos de actividad antibacteriana, anticancerosa 

y selectividad 

Dado que los péptidos evaluados ya habían presentado actividad antibacteriana y/o 

anticancerosa y hemolítica, se evaluó si el intercambio del contraión afectó la actividad de 

los péptidos. 

8.5.1 Actividad antibacteriana 

La tabla 17 presenta los resultados de actividad antibacteriana de los péptidos en las cepas 

E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213, no se observaron diferencias significativas 

en los valores de la CMI y CMB en todos los casos. Los resultados sugieren que la actividad 

antibacteriana del péptido no fue afectada por el cambio de contraión. 

 
Tabla 17. Actividad antibacteriana de los péptidos evaluados en cepas de E. coli ATCC 25922 y S. aureus 

ATCC 29213 

Péptido 

Actividad antibacteriana (µM) 

E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 29213 

MIC MBC MIC MBC  

1-TFA 15 30 8 30 

1-HCl 15 15 8 15 

2-TFA 15 > 60 30 60 
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2-HCl 15 > 60 30 60 

3-TFA 24 48 48 48 

3-HCl 24 48 24 48 

4-TFA 14 >111 56 111 

4-HCl 14 >111 56 56 

 

Adicionalmente, se realizaron tres controles con los contraiones evaluados, observándose 

que no presentaron actividad antibacteriana a las concentraciones evaluadas, la cuales 

correspondieron a la concentración del contraión teórica contenida en el péptido 2-TFA; Las 

concentraciones del péptido evaluadas fueron 200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,25 µg/mL (tabla 

23); las concentraciones equivalentes de TFA fueron 80; 40; 20; 10; 5 y 2,5 µg/mL (tabla 

24); las concentraciones equivalentes de HCl fueron 26; 13; 6,5; 3,25 y 1,62 µg/mL (tabla 

24); las concentraciones equivalentes de CH3COOH fueron 42,1; 21,05; 10,5; 5,26; y 2,63 

µg/mL (tabla 18). 

 
Tabla 18. Actividad antibacteriana de los péptidos evaluados en cepas de E. coli ATCC 25922 y S. aureus 

ATCC 29213 

 

Contraión 

Actividad antibacteriana (µg/mL) 

E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 29213 

MIC MBC MIC MBC  

CF3COO- > 80 > 80 > 80 > 80 

Cl- > 26 > 26 > 26 > 26 

CH3COO- > 42 > 42 > 42 > 42 

 

8.5.2 Actividad anticancerígena  

En las figuras 8-29 y 8-30 se presenta la viabilidad celular de la línea celular MCF-7 tratadas 

con los péptidos 1-TFA y 1-HCl, no se observó un cambio significativo en el efecto 

citotóxico de los péptidos, con valores de IC50 de 15 y 13 µM respectivamente, sugiriendo 

que el cambio del contraión no afectó la actividad anticancerosa de los péptidos. También 

se observó que las células sin tratamiento presentan la morfología característica de estas 

células como reflectivas, alargadas y grandes. Cuando las células fueron tratadas con los 

péptidos a una concentración de 200 µg/mL se observó cambios en la morfología celular 

como redondeamiento, encogimiento y perdida en su reflectancia (comportamiento 
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característico de células en procesos apoptóticos). En forma similar los péptidos 3-TFA y 3-

HCl presentaron similar actividad con valores del IC50= 40 y 39 µM respectivamente (Figura 

8-30). Las células tratadas con estos péptidos presentaron cambios morfológicos similares a 

los observados para los péptidos 1-TFA y 1-HCl.    

 

 

 
Figura 8-29: Viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con el péptido 1-TFA y 1-HCl 

 

 

 

Figura 8-30: Viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con el péptido 3-TFA y 3-HCl 

Adicionalmente, la figura 8-31 presenta los resultados para los péptidos 2-TFA y 2-HCl (A) 

y 4-TFA y 4-HCl (B), donde se observa que el % de viabilidad celular fue similar.  
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Figura 8-31: Viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con los péptidos 2-TFA, 4-TFA, 2-HCl y 

4-HCl 

Por otro lado, se evaluó el efecto citotóxico de los péptidos 3-TFA y 3-HCl en la línea celular 

HeLa, donde tampoco se evidenciaron cambios significativos en el valor del IC50. Para el 

péptido 3-TFA se encontró un IC50 de 46 µM y para el péptido 3-HCl un IC50 de 49 µM 

(Figura 8-32). En la tabla 19 se encuentra un resumen de los valores de IC50 de los péptidos 

en las líneas celulares de cáncer, estos resultados indican que no hay diferencias 

significativas en el efecto anticanceroso de los péptidos antes y después del cambio del 

contraión. 

 
 

Figura 8-32: Viabilidad celular de las células HeLa tratadas con el péptido 3-TFA y 3-HCl 

 
Tabla 19 Resultados actividad citotóxica de los péptidos en las líneas de cáncer MCF-7 y HeLa 

Actividad citotóxica en la línea celular de cáncer de mama IC50 (µM) 

Péptido Secuencia MCF-7 

1-TFA 
(RRWQWRRLLR)2K-Ahx 

15 

1-HCl 13 

2-TFA 
(RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 

28 

2-HCl 42 
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3-TFA 
KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

40 

3-HCl 39 

4-TFA 
RRWQWRRWQWR 

>80 

4-HCl >99 

Actividad citotóxica en la línea celular de cáncer de Cuello uterino IC50 (µM) 

Péptido Secuencia HeLa 

3-TFA 
KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

46 

3-HCl 49 

 

8.5.3 Hemolisis 

La actividad hemolítica de los péptidos fue determinada para establecer si el cambio del 

contraión afecta la hemolisis de los péptidos. Los péptidos 1-TFA y 1-HCl presentaron 

valores alto de hemolisis, 40 y 49% respectivamente a 200 µg/mL. Los dos péptidos son 

hemolíticos en la mayoría de las concentraciones evaluadas (Figura 8-33) y no se aprecia 

una diferencia significativa entre 1-TFA y 1-HCl. La Tabla 20 y la figura 8-34 muestran los 

resultados para los otros péptidos evaluados, encontrando que estos péptidos tienen un 

porcentaje de hemolisis menor al 4% y que no se observa una variación significativa en la 

actividad hemolítica por causa del cambio del contraión.  

 
Tabla 20 Resultados de Hemolisis en los péptidos seleccionados. 

Péptido 
Concentración (µg/mL) 

200 100 50 25 12,5 6,25 

1-TFA 39,7% 27,4% 18,9% 10,3% 5,5% 3,3% 

1-HCl 48,9% 61,9% 27,8% 15,6% 7,3% 4,0% 

2-TFA 0,9% 1,1% 0,9% 0,6% 0,8% 0,5% 

2-HCl 1,0% 0,9% 0,7% 0,6% 0,6% 0,6% 

3-TFA 1,2% 1,9% 0,5% 0,7% 0,5% 1,4% 

3-HCl 3,2% 1,6% 0,9% 0,6% 0,4% 0,3% 

4-TFA 0,9% 0,8% 0,7% 0,8% 0,7% 0,5% 

4-HCl 0,7% 0,7% 0,5% 0,5% 0,3% 0,5% 

 



76 Implementación y optimización del proceso sintético para el cambio del contraión de 

trifluoroacetato a clorhidrato o acetato en péptidos sintéticos derivados de LfcinB 

 

 
Figura 8-33: Actividad hemolítica de los péptidos 1-TFA y 1-HCl 

 

 

 
Figura 8-34: Actividad hemolítica de los péptidos 3 y 4 (TFA y HCl) 
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9. Desarrollo de| metodología de 

intercambio del contraión por SPE  

(Etapa 4) 

El método optimizado del trifluoroacetato a clorhidrato fue eficiente para realizar el 

intercambio del contraión en los péptidos evaluados, basados en esto, en esta etapa adicional 

del trabajo se desarrolló una metodología para el intercambio del contraión de los péptidos 

que fuera simultánea con el proceso de purificación de los péptidos por RP-SPE.  

El desarrollo de esta metodología se planteó para realizar el intercambio del contraión en 

menor número de pasos; para obtener un péptido puro con el cambio de contraión primero 

hay que sintetizarlo, purificarlo y luego realizar el intercambio. Adicionalmente, en la 

investigación anterior se realizó exitosamente el cambio del contraión con el péptido crudo. 

Por otro lado, el método en solución no es posible con el contraión acetato dado que el ácido 

acético no es un ácido tan fuerte para que pueda hacer el desplazamiento del contraión como 

si lo realiza el ácido clorhídrico, entonces según literatura Roux y Colaboradores [8], la 

forma de hacer este intercambio (trifluoroacetato a acetato) es a través de columnas de 

intercambio aniónico. Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, se plantearon 

una serie de experimentos para realizar el intercambio del contraión y la purificación del 

péptido en un solo paso, y así ahorrar tiempo y uso de solventes como lo mencionan los 

lineamientos de la química verde. A continuación, se muestran los resultados de algunos de 

los experimentos planteados para tal fin. 

9.1.1 Intercambio de contraión por extracción en fase solida (SPE): 

trifluoroacetato a clorhidrato 

Para el intercambio del contraión de trifluoroacetato por clorhidrato en el proceso de 

purificación del péptido por RP-SPE se realizaron experimentos teniendo en cuenta varios 

factores: la disolución del péptido, la fase móvil y los lavados.  

Experimento A. El péptido 2-TFA se disolvió en el solvente A (HCl 0,02 M) y fue eluido 

con concentraciones crecientes del solvente B (ACN), el programa de elución fue 

establecido a partir del método de purificación de la sección 7.3. En la tabla 21 se presenta 
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el programa de elución y las fases móviles utilizadas para realizar la purificación y el 

intercambio del contraión del péptido 2-TFA. Las fracciones A, B y C fueron usadas para 

eliminar las impurezas que no se retienen. Las fracciones 1a, 1b y 1c se usaron para eliminar 

el HCl en exceso y luego se eluyó con el solvente B (ACN). 

Tabla 21 Programa de elución para el intercambio de contraión del peptido 2-TFA por RP-SPE 

(experimento A). El peptido (20 mg/mL) fue disuelto en HCl 0,02 M. Las fracciones fueron de 12 mL. 

Experimento A 

Fracción % ACN µL ACN Fase móvil 

A 0 0 

HCl 0,02M B 0 0 

C 0 0 

1a 0 0 

H2O 1b 0 0 

1c 0 0 

2 5 600 

H2O y ACN 

3 10 1200 

4 15 1800 

5 17 2040 

6 18 2160 

7 19 2280 

8 20 2400 

9 21 2520 

10 22 2640 

11 23 2760 

12 50 6000 

13 100 12000 

 

El resultado de este experimento se presenta la figura 9-1, el cromatograma del péptido 

crudo 2-TFA y el péptido purificado 2-HCl, muestran que el proceso simultaneo de 

intercambio del contraión y la purificación fue exitoso.  El cromatograma (SHRP-HPLC) 

del péptido 2-HCl no presenta el pico correspondiente al CF3COO- (tR= 2,46 min). 

Adicionalmente, el péptido 2-HCl se analizó por RP-HPLC (Columna Chromolith) y se 
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observa una señal principal con el tR= 8,4 min el cual coincide con la del péptido de partida 

2-TFA. La pureza cromatográfica del péptido 2-HCl fue del 79% indicando que el proceso 

de purificación no fue adecuado, aunque el intercambio del contraión si lo fue.  

 

 

Figura 9-1: Cromatograma de los péptidos 2-TFA y 2-HCl por SHRP-HPLC (Experimento A). En el 

cromatograma del péptido crudo 3-TFA se observa una señal en tR= 2,46 min que corresponde al CF3COO-, 

mientras que para el péptido 2-HCl no aparece esta señal.  

 

 

Figura 9-2: Cromatograma por RP-HPLC (Columna Chromolith) (Experimento A). El cromatograma del 

péptido 2-HCl presenta una señal en tR= 8,4 min y con una pureza cromatográfica de 79%.  

Experimento B. El péptido crudo 2-TFA fue disuelto en el solvente A (H2O-HCl 0,02 M) 

y cargado en la columna, luego se pasaron 3 fracciones de 12 mL (A, B y C) para eliminar 

las impurezas no retenidas. Luego se eluyó el péptido utilizando un gradiente creciente del 
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solvente B (ACN-HCl 0,02 M) (Tabla 22). Como resultado de este experimento (figura 8-

30) se observa que el intercambio del contraión fue exitoso. 

Tabla 22 Programa de elución del experimento B para el intercambio de contraión. El péptido crudo 2-TFA 

fue disuelto en el solvente B (20 mg/mL). 

Experimento B 

Fracción % ACN µL ACN Fase móvil 

A 0 0 

HCl 0,02M B 0 0 

C 0 0 

1 0 0 

ACN con HCl 

0,02M  

2 5 600 

3 10 1200 

4 15 1800 

5 16 1920 

6 17 2040 

7 18 2160 

8 19 2280 

9 20 2400 

10 21 2520 

11 22 2640 

12 50 6000 

13 100 12000 
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Figura 9-3: Cromatograma por SHRP-HPLC de los péptidos 2-TFA (morado) y 2-HCl (Experimento B). En 

el cromatograma del péptido crudo 2-TFA se observa una señal en tR =2,46 min que corresponde al TFA, 

mientras que para el péptido 2-HCl no aparece ningún pico para este tiempo de retención.  

 

El péptido purificado 2-HCl obtenido en el experimento B (figura 9-4) muestra la señal en 

tR= 8,4 min y una pureza cromatográfica de 95%, lo que indica que el proceso simultaneo 

de purificación e intercambio del contraión fue exitoso. 

 

Figura 9-4: Cromatograma por RP-HPLC (Columna Chromolith) del péptido purificado 2-HCl (Experimento 

B). El péptido 2-HCl muestra una señal en tR= 8,4 min y con una pureza cromatográfica de 95%.  

En la Tabla 23 se presentan los resultados de la cuantificación del CF3COO- remanente en 

el péptido 2-HCl obtenidos en los experimentos A y B. Los resultados muestran que el 

contenido de CF3COO- en el péptido purificado 2-HCl está por debajo del límite de 
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detección (LOD), es decir que el cambio del contraión se realizó de manera eficiente en 

ambos experimentos.   

Tabla 23 Cuantificación del TFA remanente en el péptido purificado 2-HCl obtenidos en los experimentos 

A y B. 

Experimento Péptido 
Concentración (mg/g) 

Péptido CF3COO- 

- 2-TFA 1,04 0,177 

A 2-HCl 1,05 <LOD 

B 2-HCl 1,04 <LOD 

 

9.1.2 Intercambio de contraión implementando extracción en fase 

solida (SPE): trifluoroacetato a acetato 

Tomando como referencia el anterior capitulo se implementó el proceso simultaneo de 

purificación y del intercambio del contraión de trifluoroacetato a acetato por RP-SPE.  

Experimento C. El péptido crudo 2-TFA fue disuelto en el solvente A (H2O- CH3COOH al 

5%) de manera similar a los experimentos A y B y cargado en la columna, luego se realizaron 

lavados con solvente A, al adicionar el solvente se dejó eluir sin que se secara la columna y 

se tapó la salida y se mantuvo por 20 min (4x12 mL) (FA, FB, FC y F1). Luego el péptido 

fue eluido con concentraciones crecientes del solvente B (ACN-CH3COOH al 5%).  

Tabla 24 Programa de elución para la purificación del péptido crudo 2-TFA (Experimento C). El péptido 

crudo (20 mg/mL) fue disuelto en el solvente A. 

Experimento C 

Fracción % ACN µL ACN Fase móvil 

FA 0 0 

H2O - CH3COOH 

5% 

FB 0 0 

FC 0 0 

F1 0 0 

F2 5 600 H2O - CH3COOH 

5% y ACN - 

CH3COOH 5% 

F3 10 1200 

F4 15 1800 
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F5 17 2040 

F6 18 2160 

F7 19 2280 

F8 20 2400 

F9 21 2520 

F10 22 2640 

F11 23 2760 

F12 50 6000 

F13 100 12000 

 

La figura 9-5 muestra el cromatograma del péptido purificado 2-AcOH donde se observan 

dos picos de baja intensidad en tR= 2,49 min que corresponde al CF3COO- y en tR= 3,33 min 

que corresponde al CH3COOH. Los resultados indican que se intercambió parcialmente el 

contraión trifluoroacetato por acetato. 

 

Figura 9-5: Cromatograma por SHRP-HPLC del péptido purificado 2-AcOH por RP-SPE (Experimento C). 

La señal de baja intensidad en tR= 2,49 min corresponde al CF3COO-, y la señal en tR= 3,33 min corresponde 

al CH3COOH.  

Experimento D. El péptido crudo 2-TFA fue disuelto en el solvente A (H2O- CH3COOH al 

10%) de manera similar al experimento C, luego se realizaron lavados con solvente A, al 

adicionar el solvente se dejó eluir sin que se secara la columna y se tapó la salida y se 
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mantuvo por 20 min (3x12 mL) (A, B y C) (Tabla 20). Luego el péptido fue eluido con 

concentraciones crecientes del solvente B (ACN-CH3COOH al 10%). 

Tabla 25 Programa de elución para la purificación del péptido 2-TFA (Experimento D). El péptido 2-TFA 

crudo (20 mg/mL) fue disuelto solvente A. 

Experimento D 

Fracción % ACN µL ACN Fase móvil 

A 0 0 
H2O - CH3COOH 

10% 
B 0 0 

C 0 0 

1 0 0 

H2O - CH3COOH 

10% y ACN - 

CH3COOH 10% 

2 5 600 

3 10 1200 

4 15 1800 

5 16 1920 

6 17 2040 

7 18 2160 

8 19 2280 

9 20 2400 

10 21 2520 

11 22 2640 

12 50 6000 

13 100 12000 

 

La figura 9-6 muestra el cromatograma del péptido purificado 2-AcOH donde se observan 

dos picos de igual intensidad en tR = 2,7 min que corresponde al CH3COOH y en tR = 3,3 

min que corresponde a una impureza de la fase móvil (identificada al correr un blanco) 

(Anexo D, pág. 97). La señal del CF3COO- con tR = 2,4 min no se observó en el 

cromatograma sugiriendo que el intercambio del contraión de trifluoroacetato a acetato fue 

eficiente.  
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Figura 9-6: Cromatograma por SHRP-HPLC del Experimento D por SPE. Se divisa un pico en tR = 2,7min 

que corresponde a una contaminación de la fase móvil y un pico en tR = 3,3 min que corresponde al ácido 

acético.  

El cromatograma del péptido purificado 2-AcOH (Figura 9-7) muestra una sola especie 

mayoritaria en tR= 8,4 min y una pureza cromatográfica del 98%, lo que sugiere que el 

proceso simultaneo de purificación e intercambio del contraión de trifluoroacetato a acetato 

fue exitoso. 

 

Figura 9-7: Cromatograma del péptido 2-AcOH obtenido por RP-HPLC (Columna Chromolith) del 

Experimento D. La señal del péptido se encuentra en tR = 8,4min y con una pureza cromatográfica de 98%.  

 

Experimento E. El péptido crudo 2-TFA fue disuelto en el solvente A (H2O- CH3COOH al 

10%) de manera similar a los experimentos C y D y cargado en la columna, luego se pasaron 
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3 fracciones de 12 mL de solvente A (A, B y C) para eliminar las impurezas no retenidas 

(Tabla 26). Luego se pasó una fracción de 12 mL de agua para eliminar los interferentes que 

se pudieron generar en los primeros lavados. Luego el péptido fue eluido con 

concentraciones crecientes del solvente B (ACN-CH3COOH al 10%) (Tabla 26).  

Tabla 26 Programa de elución del péptido crudo 2-TFA (Experimento E). El péptido 2-TFA crudo (20 

mg/mL) fue disuelto el solvente A. 

Experimento E 

Fracción % ACN µL ACN Comentarios 

A 0 0 
H2O - CH3COOH 

10% 
B 0 0 

C 0 0 

1 0 0 H2O 

2 5 600 

H2O - CH3COOH 

10% y ACN - 

CH3COOH 10% 

3 10 1200 

4 15 1800 

5 16 1920 

6 17 2040 

7 18 2160 

8 19 2280 

9 20 2400 

10 21 2520 

11 22 2640 

12 50 6000 

13 100 12000 

 

La figura 9-8 se presenta el cromatograma del péptido 2-AcOH donde se observa el pico 

correspondiente al ácido acético en tR =3,3 min. Lo anterior indica que el intercambio del 

contraión de trifluoroacetato a acetato en el proceso de purificación por RP-SPE fue exitoso. 

La impureza que había aparecido en los anteriores resultados no aparece en esta señal tras 

una serie de liofilizaciones adicionales al proceso. 
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Figura 9-8: Cromatograma del péptido puro 2-AcOH por SHRP-HPLC (Experimento E). Se observa un pico 

en tR = 2,7min que corresponde a una contaminación de la fase móvil y un pico en tR = 3,3 min que corresponde 

al ácido acético. 

 

En la figura 9-9 se presenta el cromatograma del péptido purificado 2-AcOH, donde se 

observa la señal de tR = 8,4 min que corresponde al péptido con una pureza cromatográfica 

del 98%. Esto indica que el proceso simultaneo de purificación e intercambio del contraión 

de trifluoroacetato a acetato fue exitoso. 

 

Figura 9-9: Cromatograma del péptido purificado 2-AcOH (Columna Chromolith) (Experimento E). La señal 

del péptido 2-AcO se encuentra en tR= 8,4 min con una pureza cromatográfica de 98%.  
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La tabla 27 presenta los resultados de la cuantificación de los contraiones del péptido 

obtenido en los experimentos C, D y E. Para los experimentos D y E el contenido de 

CF3COO- en el péptido purificado 2-AcOH es menor al LOQ, y la concentración para el 

ácido acético fue de 0,126 y 0,267 mg/g respectivamente.  

Tabla 27 Contenido de los contraiones de CF3COO- y CH3COOH en el péptido 2-AcOH obtenido en los 

experimentos C, D y E. 

Experimento Péptido 
Concentración (mg/g) 

Péptido CF3COO- CH3COOH 

- 2-TFA 1,04 0,177 - 

C 2-AcOH 1,05 0,021 0,665 

D 2-AcOH 1,04 <LOQ 0,126 

E 2-AcOH 1,05 <LOQ 0,267 

9.1.3 Seguimiento intercambio del contraión por FT-ATR 
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Figura 9-10: Espectro FT-ATR para el péptido 2 (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx con TFA (arriba) y el péptido 

2 con HCl y AcOH (abajo). 

Como se muestra en la figura 9-10 los resultados del análisis por esta técnica analítica 

muestran la disminución en las señales correspondientes del trifluoroacetato cuando se 

realiza el intercambio del contraión por SPE para los contraiones clorhidrato y acetato. 
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9.1.4 Seguimiento intercambio del contraión por 19F-RMN 

 

 

2-TFA 
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Figura 9-11: Espectros 19F-RMN para el péptido (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx con los contraiones a) TFA, 

b) HCl y c) AcOH. 

En esta sección se presentan los resultados para el análisis del contraión por 19F-RMN, donde 

en las figuras 9-11 se observa la disminución de la señal del trifluoroacetato cuando se 

realiza el intercambio del contraión. Adicionalmente, se evidencia que el intercambio del 

contraión para el péptido 2-HCl es mayor del 99% y para el péptido 2-AcOH aparece una 

señal remanente del TFA que corresponde a < 1% TFA. Comprobando con esta técnica 

también que el intercambio del contraión fue efectivo con la metodología por SPE. 

9.1.5 Evaluación de la actividad biológica  

Los péptidos obtenidos por la metodología de intercambio del contraión por SPE fueron 

evaluados en la línea celular MCF-7 para evaluar su efecto citotóxico. La figura 9-12 

muestra que para los péptidos 2-TFA, 2-HCl y 2-AcOH no hay variación significativa en el 

efecto citotóxico de los 3 péptidos evaluados (28 µm, 42 µm y 37 µm respectivamente) y 

que adicionalmente no se presentaron variaciones significativas con los resultados de 

actividad obtenidos con el método en solución. 
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Figura 9-12: Viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con los péptidos 2-TFA, 2-HCl y 2-AcO 

 

Finalmente, se realizó la comparación de la actividad hemolítica para los péptidos 2-AcOH, 

2-TFA y 2-HCl (figura 9-13). Esta grafica indica que no hay diferencias significativas en la 

actividad hemolítica de los péptidos al intercambiar el contraión, la actividad hemolítica fue 

menor a 1,5%. 

 

 

 
Figura 9-13: Comparación en la actividad hemolítica de los péptidos 2-TFA, 2-HCl y 2-AcOH 
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10. Conclusiones y recomendaciones 

10.1 Conclusiones 

En este trabajo se optimizó e implementó la metodología para el cambió de contraión de 

trifluoroacetato a clorhidrato mediante la disolución del péptido en soluciones de HCl y 

posterior liofilización. Esta metodología es aplicable a péptidos monoméricos y diméricos 

con diferente longitud, número de aminoácidos, carga y secuencia.  

Se identificaron los pasos críticos del proceso, se establecieron las condiciones óptimas para 

el cambio del contraión de trifluoroacetato a clorhidrato, de manera eficiente, rápida, a bajo 

costo, con condiciones amigables al medio ambiente.  

Se desarrollaron e implementaron técnicas analíticas de RP-HPLC, LC-MS, RMN y FT-IR 

para el monitoreo y/o cuantificación de la remoción del contraión trifluoroacetato.  

Los péptidos con los contraiones trifluoroacetato, clorhidrato o acetato fueron caracterizados 

por RMN, FT-IR, RP-HPLC y LC-MS y se estableció que el cambio del contraión no afectó 

la identidad ni la integridad del péptido.  

El intercambio del contraión de trifluoroacetato a clorhidrato o acetato no afectó la actividad 

antibacteriana de los péptidos en las cepas de E. coli y S. aureus evaluadas ni tampoco el 

efecto citotóxico en las líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 y de cuello uterino HeLa.  

Los métodos desarrollados para intercambiar el contraión de trifluoroacetato a clorhidrato o 

acetato de manera simultánea con el proceso de purificación por RP-SPE es una aporte 

valioso y novedoso para la síntesis de péptidos candidatos a fármacos. 

Los métodos desarrollados en este trabajo para el cambio de contraión de trifluoroacetato a 

clorhidrato o acetato, pueden ser implementados de manera rutinaria. Son eficientes, 

rápidos, de bajo costo y amigables con el medio ambiente y pueden ser aplicados 

independiente de las propiedades fisicoquímicas de los péptidos como la longitud, polaridad, 

polivalencia, presencia de aminoácidos no naturales o moléculas no proteicas.   
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11. ANEXOS 

A. Anexo: Espectro UV del péptido 
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B. Anexo: Cromatograma ensayo de 

repetibilidad estándar TFA-Acetato 

A continuación, se presentan los resultados del ensayo de idoneidad en el tiempo de 

retención y área del pico, realizados en el equipo Thermo Scientific Ultimate 3000. Al igual 

que la verificación realizada en el equipo Agilent 1260, la repetibilidad de los tiempos de 

retención y las áreas cumplen los criterios de aceptación. Metodología por SHRP-HPLC.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TFA 
𝒕𝑹: 2,3 𝑚𝑖𝑛 

±0,003 𝑚𝑖𝑛 
𝑨𝒓𝒆𝒂: 25,9 𝑚𝐴𝑈 

±0,2% 

Acetato 
𝒕𝑹: 3,4 𝑚𝑖𝑛 

±0,01 𝑚𝑖𝑛 
𝑨𝒓𝒆𝒂: 36,2 𝑚𝐴𝑈 

±0,2% 

Criterio de aceptación 
𝒕𝑹: ±𝟎, 𝟎𝟓 𝒎𝒊𝒏 

𝑨𝒓𝒆𝒂: ±𝟏% 

CH3COOH 
CF3COO- 
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C. Anexo: Cromatogramas por SHRP-

HPLC para la 2da liofilización a 

diferentes concentraciones de HCl 

A continuación, se presentan los cromatogramas del péptido 2-HCl obtenidos a partir de 2-

TFA (0,5 mg/mL) tratado por 3 min con diferentes concentraciones de HCl y posterior 

liofilización (2x). Donde se muestra que solo se requieren dos tratamientos para realizar el 

intercambio del contraión, la señal del CF3COO- tR= 2,4 min no es detectable.   
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D. Anexo: Cromatogramas de los blancos 

por el método SHRP-HPLC 

A continuación, se muestran los cromatogramas de los blancos que corresponden a las fases 

móviles o solventes usadas para realizar el intercambio del contraión en los péptidos. En 

ambos cromatogramas aparece una impureza en tR 2.7min. 
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E. Anexo: Pruebas estadísticas para la 

curva de calibración inicial del contraión 

trifluoroacetato 

A continuación, se presentan algunas pruebas estadísticas realizadas para la primera curva 

de calibración del contraión trifluoroacetato. 

 

Estadísticas de la regresión 

Coeficiente de correlación múltiple 0,9997 

Coeficiente de determinación R^2 0,9993 

R^2 ajustado 0,9993 

Error típico 379669,2 

Observaciones 24 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Promedio de los 

cuadrados 
F 

Valor crítico 

de F 

Regresión 1 4,828E+15 4,828E+15 33494,14 1,640E-36 

Residuos 22 3,171E+12 1,441E+11   

Total 23 4,831E+15    

 

 
Coeficiente

s 

Error 

típico 

Estadístico 

t 

Probabilida

d 

Inferior 

95% 

Superior 

95% 

Intercepción 259728 97248 2,671 0,0140 58049 461407 

Variable X 

1 
37544186 205144 183,014 1,640E-36 37118744 37969628 

 

t-student 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
-2,074 Rango de decisión 2,074 
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Parámetro  Hipótesis T Calculado Aceptación 

Intercepto 
 

2,6708 No se acepta 

Pendiente 
 

183,01 Se acepta 

 

El % residuales debe ser menor a 20% 

 

[TFA] mg/g Pronóstico para Y Residuos % Residuales 

0,0080 559788 -237018 42,3 

0,0080 559788 -233463 41,7 

0,0170 896172 -214419 23,9 

0,0170 896172 -212744 23,7 

0,0245 1178274 -178826 15,2 

0,0245 1178274 -177656 15,1 

0,0331 1504284 -146795 9,8 

0,0331 1504284 -148074 9,8 

0,0442 1919844 -116344 6,1 

0,0442 1919844 -107776 5,6 

0,0841 3417143 -38792 1,1 

0,0841 3417143 -40099 1,2 

0,1233 4887469 36365 0,7 

0,1233 4887469 44924 0,9 

0,1317 5204578 111243 2,1 

0,1317 5204578 105864 2,0 

0,2944 11311716 449916 4,0 

0,2944 11311716 456297 4,0 

0,5939 22555417 623099 2,8 

0,5939 22555417 627796 2,8 

0,8896 33660317 465023 1,4 

0,8896 33660317 467347 1,4 

1,1926 45034333 -772092 1,7 

1,1926 45034333 -763775 1,7 
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F. Anexo: Pruebas estadísticas para la 

curva de calibración de trabajo del 

contraión trifluoroacetato 

A continuación, se presentan algunas pruebas estadísticas realizadas para la curva de 

calibración de trabajo del contraión trifluoroacetato. 

 

Estadísticas de la regresión 

Coeficiente de correlación múltiple 0,9999 

Coeficiente de determinación R^2 0,9998 

R^2 ajustado 0,9998 

Error típico 156014 

Observaciones 20 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Promedio de los 

cuadrados 
F 

Valor crítico 

de F 

Regresión 1 2,289E+15 2,289E+15 94030 6,39E-35 

Residuos 18 4,381E+11 2,434E+10   

Total 19 2,289E+15    

 

 
Coeficiente

s 

Error 

típico 

Estadístico 

t 

Probabilida

d 

Inferior 

95% 

Superior 

95% 

Intercepción 159872 44749 3,573 0,00218 65858 253886 

Variable X 

1 
38439532 125356 306,64 6,392E-35 38176169 38702895 

 

t-student 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
-2,101 Rango de decisión 2,101 
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Parámetro  Hipótesis 

T 

Calculado Aceptación 

Intercepto 
 

3,573 No se acepta 

Pendiente 
 

306,64 Se acepta 

 

[TFA] mg/g 
Pronóstico para 

Y 
Residuos % Residuales 

0,017 811494 -129741 16,0 

0,017 811494 -128066 15,8 

0,024 1100324 -100876 9,2 

0,024 1100324 -99706 9,1 

0,033 1434108 -76619 5,3 

0,033 1434108 -77898 5,4 

0,044 1859578 -56078 3,0 

0,044 1859578 -47510 2,6 

0,084 3392584 -14233 0,4 

0,084 3392584 -15540 0,5 

0,123 4897974 25860 0,5 

0,123 4897974 34419 0,7 

0,132 5222645 93176 1,8 

0,132 5222645 87797 1,7 

0,294 11475425 286207 2,5 

0,294 11475425 292588 2,5 

0,594 22987264 191252 0,8 

0,594 22987264 195949 0,9 

0,890 34356992 -231652 0,7 

0,890 34356992 -229328 0,7 
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G. Anexo: Pruebas estadísticas para la 

curva de calibración CH3COOH 

A continuación, se presentan algunas pruebas estadísticas realizadas para la curva de 

calibración de trabajo del contraión acetato. 

Estadísticas de la regresión 

Coeficiente de correlación múltiple 1,0000 

Coeficiente de determinación R^2 1,0000 

R^2 ajustado 1,0000 

Error típico 50080 

Observaciones 24 

 

ANÁLISIS DE VARIANZA 

  
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Promedio de los 

cuadrados 
F 

Valor crítico 

de F 

Regresión 1 1,278E+15 1,278E+15 509375 1,640E-49 

Residuos 22 5,518E+10 2,508E+09     

Total 23 1,278E+15       

 

  

Coeficiente

s 

Error 

típico 

Estadístico 

t 

Probabilida

d 

Inferior 

95% 

Superior 

95% 

Intercepción -6040 12827,38 -0,4709 0,6424 -32642 20562 

Variable X 

1 5845969 8191,01 713,71 1,640E-49 5828982 5862956 

 

t-student 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-2,074 Rango de decisión 2,074 
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Parámetro  Hipótesis T Calculado Aceptación 

Intercepto 
 

-0,4709 Se acepta 

Pendiente 
 

713,71 Se acepta 

 

[Acetato] mg/g Pronóstico para Y Residuos % Residuales 

0,0264 148308 3829,90 2,6 

0,0264 148308 5616,90 3,8 

0,0560 321341 1617,78 0,5 

0,0560 321341 2122,78 0,7 

0,0808 466452 -2406,02 0,5 

0,0808 466452 -1465,02 0,3 

0,1095 634149 -2536,69 0,4 

0,1095 634149 -4065,69 0,6 

0,1461 847909 -9728,89 1,1 

0,1461 847909 -7466,89 0,9 

0,2778 1618106 -26328,22 1,6 

0,2778 1618106 -24908,22 1,5 

0,4072 2374429 -33031,04 1,4 

0,4072 2374429 -31696,04 1,3 

0,4351 2537547 -12673,03 0,5 

0,4351 2537547 -11295,03 0,4 

0,9725 5679005 16805,64 0,3 

0,9725 5679005 28732,64 0,5 

1,9618 11462667 50304,40 0,4 

1,9618 11462667 53306,40 0,5 

2,9389 17174930 100851,13 0,6 

2,9389 17174930 113157,13 0,7 

3,9398 23025624 -105218,96 0,5 

3,9398 23025624 -103524,96 0,4 
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H. Anexo: Curva de calibración por 19F-

RMN 

Se realizó el procesamiento para cada espectro de 19F-RMN de los niveles y muestras. Se 

hace el análisis de multiplicidad y de integrales en los espectros. El desplazamiento químico 

del TFA es de -75,76 ppm y del TFE -76,97 ppm.  

 
 

A continuación, se presenta la curva de calibración del TFA por estándar externo (izquierda) 

y la gráfica por estándar interno.  
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I. Anexo: Caracterización de los péptidos 

y evaluación del contraión en los 

péptidos obtenidos.  

En este anexo se puede comprobar que el intercambio del contraión se realiza de manera 

exitosa a través de diferentes métodos analíticos (SH-HPLC, FT-ATR y 19F-RMN) y que 

adicionalmente la caracterización por diversas técnicas (HPLC, FT-ATR y RMN) analíticas 

permite ver que el péptido mantiene su integridad e identidad independiente del 

procedimiento de intercambio de contraión. 

 

Péptido-2: (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx  
 

 

Caracterización por LC-MS 

2-TFA 

 

 

 

 

 

 

 

[M]: 3342,9760 
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2-HCl 

 

Caracterización por RP-HPLC 

2-TFA      2-HCl 

 

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por SHRP-HPLC 
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Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por FT-ATR 

 

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por 19F-RMN 

2-TFA 

 

2-HCl 

Para este péptido no se detecta señal en -75,76 ppm, por lo que quiere decir que el cambio del 

contraión se dio de forma completa 
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Péptido-3: KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 

 

Caracterización por LC-MS 

3-TFA 
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3-HCl 

 

Caracterización por RP-HPLC 

3-TFA      3-HCl 

 

Caracterización por RMN 1H y COSY 

3-TFA 
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3-HCl 
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Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por FT-ATR 
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Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por 19F-RMN 

3-TFA 

 

3-HCl 
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Péptido-4: RRWQWRRWQWR 

 

Caracterización por LC-MS 

4-TFA 

 

4-HCl 
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Caracterización por RP-HPLC 

4-TFA      4-HCl 

  

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por SHRP-HPLC 

  

 

A continuación, se presenta la caracterización de algunos de los péptidos adicionales por 

RP-HPLC y el seguimiento del intercambio de contraión por SHRP-HPLC. 

 

Péptido-5: RWQWMWQWR 

 

Caracterización por RP-HPLC 

5-TFA      5-HCl 
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Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por SHRP-HPLC 

 

Péptido-6: RWQWRWQWR 

Caracterización por RP-HPLC 

6-TFA      6-HCl 

 

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por SHRP-HPLC 
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Péptido-7: KKWWKKW-Dip-K 

Caracterización por RP-HPLC 

7-TFA      7-HCl 

  

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por SHRP-HPLC 

 

 

Péptido-8: RRWQWRRLLR 

 

Caracterización por RP-HPLC 

8-TFA      8-HCl 
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Péptido-9: RRWQWRFKKL 

 

Caracterización por RP-HPLC 

9-TFA      9-HCl 

  

 

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por SHRP-HPLC 
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Péptido-10: RRWQWR-Nal-KKLG 

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por SHRP-HPLC 

 

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por FT-ATR 

 

Péptido-11: Ahx-RRWQWRFKKLG 

Caracterización por RP-HPLC 

11-TFA      11-HCl 

  

Evaluación del intercambio del contraión trifluoroacetato por SHRP-HPLC
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