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 Prefacio 

Todos los organismos vivos requieren hierro para su desarrollo y por este 

motivo se almacena cuando se encuentra en exceso para un posible uso posterior. 

Al mismo tiempo, el rango de concentración de hierro óptimo para el cuerpo 

humano es muy estrecho, de tal forma que ligeros aumentos tienen consecuencias 

fatales sobre el propio organismo, debido fundamentalmente a la conocida 

reacción de Fenton, por la que el Fe(II) es oxidado a Fe(III) generando 

simultáneamente radicales OH·, probablemente la especie química más oxidante y 

dañina para la célula. Esta reacción “indeseada” está íntimamente relacionada con 

el origen y desarrollo de un gran número de enfermedades, especialmente de 

carácter neurológico. 

 

En toda esta compleja maquinaria metabólica de regulación de hierro, hay 

una molécula que juega un papel primordial: la ferritina, que es la proteína que se 

encarga de almacenar hierro en todos los organismos vivos. Así almacenado el 

hierro no da lugar a reacciones perjudiciales, por lo que la ferritina juega un papel 

de “buffer” de hierro. 

 

La estructura de la ferritina es en sí una bionanopartícula, constituida por 

un núcleo metálico de óxido de Fe(III) de ~ 6 nm de diámetro y por una corteza 

orgánica, la apoferritina, de un espesor de aproximadamente 2 nm. La corteza 

proteica hace que el material metálico no pueda aglomerarse y sea soluble en 

H2O, alcanzando valores de concentración de Fe(III) de hasta 0.2 M. Un dato 

impensable dado el carácter polarizante del catión metálico. Esta estructura ha 

inspirado una vía de preparación de nuevas nanopartículas metálicas en las que el 

núcleo metálico y la corteza proteica pueden ser químicamente modificados o 

sustituidos, generando un amplio abanico de nanopartículas con funcionalidad 

muy variada.  

 

La función biológica trascendental de esta molécula, su estructura como 

precursora de la preparación de otras nanopartículas metálicas, hacen de esta 

molécula un paradigma en Bioinorgánica y Nanociencia. Son numerosos los 
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científicos y grupos que han dedicado por completo su carrera en pro de conocer y 

entender mejor las propiedades y potencialidad de la ferritina. Esta tesis pretende 

aportar cocimiento en este largo camino, intentando abrir nuevos enfoques que no 

hayan sido explorados hasta la actualidad, que puedan derivar a medio plazo en 

conocimiento al servicio de aplicaciones biomédicas.  
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En la siguiente tabla se presentan los acrónimos de las especies químicas y 

técnicas experimentales  frecuentemente usadas a lo largo de todo el texto. 

 

ACRÓNIMOS SIGNIFICADO 
ApoFt Apoferritina de bazo de caballo (Sigma-Aldrich) 

AD Enfermedad de Alzheimer 

AF350 Fluoróforo de la familia Alexa Flúor (emisión a 350 nm) 

AF430 Fluoróforo de la familia Alexa Flúor (emisión a 430 nm) 

AAS Espectroscopia de absorción atómica 

AFM Microscopia de fuerza atómica 

bipy 2,2´-bipiridilo 

EELS Espectroscopia de perdida de energía de electrones 

EXAFS Espectroscopia de absorción de Rayos X de estructura fina 

Ft Ferritina de bazo de caballo (Sigma-Aldrich) 

HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)-1- piperazín-etano-sulfónico) 

HREM Microscopia electrónica de transmisión de alta resolución 

MRI Imagen de Resonancia Magnética 

NIR Longitudes de onda cercanas al infrarrojo 

OI Imagen Óptica 

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida 

QD Quantum dots 

TTMAPP tetra-p-tosilato de  5,10,15,20-tetrakis (4(trimetilamino) fenil)-

21H,23H-porfirina 

TGA/AcONA ácido tioglicólico/aceto sódico 

TEM Microscopia electrónica de transmisión 

UV-Vis Espectroscopia Ultravioleta visible 

XAS Espectroscopia de absorción de Rayos X 

XANES Espectroscopia de absorción de Rayos X cerca del borde 

XRD Difracción de Rayos X en polvo 
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En esta tabla se presentan los acrónimos de los compuestos sintetizados  

 

      COMPUESTOS SINTETIZADOS 
ACRÓNIMOS SIGNIFICADO 

Ft2200 Ft nativa (2200 átomos de Fe) 

Ft1200 Ft 1200 átomos de Fe 

Ft500  Ft 500 átomos de Fe 

Ft200 ó MFt200 Ft 200 átomos de Fe 

Ft1200 H-cys 
Ft 1200 átomos de Fe con homocisteína como agente 

reductor 

Ft500 H-cys Ft 500 átomos de Fe con H-cys como agente reductor 

Ft1200 AcHA Ft 1200 átomos de Fe con actohidroxámico como quelante  

blue-Ft Ft funcionalizada con Brilliant blue Remazol (colorante azul) 

red-Ft Ft funcionalizada con Reactive Orange 16 (colorante rojo) 

Ft+SPDP-Au Ft deposita en una superficie de Au tratada con SPDP 

Ft-SPDP+Au Ft tratada con SPDP deposita en una superficie de Au  
Ft-NDB Ft funcionalizada con NBD-OCH2CH2OH (fluoróforo) 

Ft-AF350 Ft funcionalizada con Alexa Flúor 350 (fluoróforo) 
Ft-AF430 Ft funcionalizada con Alexa Flúor 430 (fluoróforo) 

Ft-AF350-AF430 Ft funcionalizada con ambos Alexa Flúor, 350 y 430. 
RFt-AF350-AF430 Ft-AF350-AF430 tras disociación/asociacion 

ApoFt-Cu(II) ApoFt encapsulando óxidos/hidróxidos de Cu(II) 

ApoFt-Cu(0) ApoFt encapsulando nanopartículas de Cu(0) 

MFt200-QD525 MFt funcionalizada con Quantum Dot (emisión 525 nm) 
MFt200-QD655 MFt funcionalizada con Quantum Dot (emisión 655 nm) 
MFt200-QD800 MFt funcionalizada con Quantum Dot (emisión 800 nm) 
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El Fe es un elemento esencial en la vida de la mayoría de los seres vivos, 

pero un pequeño exceso de este elemento químico es altamente tóxico para el 

organismo, por ello debe almacenarse de forma adecuada. La principal forma de 

almacenaje del Fe en los organismos es la ferritina, polipéptido constituido por 24 

subunidades que se autoasocian formando una esfera hueca, de 12-13 nm de 

diámetro, con una cavidad central de unos 6 nm, capaz de almacenar hasta 4500 

átomos de Fe en forma de un mineral tradicionalmente descrito como ferrihidrita. 

  

La función de la ferritina es almacenar el Fe que no es requerido 

inmediatamente por el organismo, protegiéndolo frente a la generación de los 

radicales libres. El Fe(II) libre es capaz de generar, mediante la reacción de 

Fenton, radicales hidroxilos OH·, especies altamente tóxicas que provocan graves 

daños celulares e incluso muerte celular.  

 

Debido a la importancia del Fe en el organismo el estudio de su 

metabolismo podría ayudarnos a entender el origen y desarrollo de ciertas 

enfermedades, especialmente aquéllas en las que aparentemente los radicales 

libres juegan un papel principal. Sin embargo el papel del Fe en la mayoría de las 

enfermedades, y por tanto el de la ferritina, ha pasado desapercibido.   

 

Recientemente, se ha considerado el daño oxidativo generado por los 

radicales libres como una causa primaria en la mayoría de las enfermedades 

neurodegenerativas, como puede ser el Alzheimer (AD). También se ha observado 

que en la mayoría de estas enfermedades neurodegenerativas el Fe se acumula 

de forma anómala. Un hecho sorprendente que ha demostrado la relación entre la 

ferritina y las enfermedades neurodegenerativas, es que el mineral de Fe de la 

ferritina sufre ciertas modificaciones en su estructura en los enfermos de  

Alzheimer con respecto a individuos sanos. En concreto se observa un incremento 

en la concentración de una mezcla de óxidos de Fe2+-Fe3+ (ej. magnetita) en los 

cerebros de enfermos de Alzheimer. 
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Considerando todo lo anteriormente dicho podemos sugerir que un mal 

metabolismo de la ferritina puede estar involucrado en la generación de Fe(II) libre 

y por tanto en la síntesis de radicales libres capaces de provocar daños celulares 

mediante estrés oxidativo favoreciendo el desarrollo y progreso de ciertas 

enfermedades neurodegenerativas, como puede ser el Alzheimer. Por tanto, el 

estudio de la estructura del núcleo metálico de la ferritina, podría permitirnos 

localizar la alteración de la ferritina y el papel que juega en el desarrollo de estas 

enfermedades neurodegenerativas.  

 

En este estudio se ha demostrado que el núcleo metálico de la ferritina 

está formado por distintas fases de óxidos de Fe (principalmente ferrihidrita y 

magnetita), cuya proporción va modificándose al eliminar progresivamente Fe de 

la ferritina mediante un proceso de eliminación reductiva. Concretamente, al ir 

eliminando Fe de la ferritina se incrementa el porcentaje de magnetita y disminuye 

el de ferrihidrita.  Por tanto, hemos llegado a la conclusión de que el contenido de 

magnetita en la ferritina está directamente relacionado con el proceso de 

eliminación reductivo de Fe.  En condiciones de exceso de reductor y carencia de 

la chaperona que captura el Fe(II) se da una eliminación descontrolada de Fe.  

Numerosos estudios han demostrado que la homocisteína (H-Cys), un aminoácido 

no esencial, aparece a altas concentraciones en los enfermos de Alzheimer 

mientras que el ácido fólico, posible quelante de Fe(II), es deficiente. Debido a los 

resultados experimentales obtenidos, hemos propuesto un protocolo de diagnosis 

precoz de AD, en el que asumimos que altas concentraciones de H-Cys 

promueven la liberación de Fe(II) que puede por una parte intervenir en la reacción 

de Fenton generando radicales libres y por otra reinternalizarse en la cavidad de la 

ferritina generando magnetita, al reaccionar con la ferrihidrita propia de la ferritina.  

 

Por tanto, un incremento en los niveles sanguíneos de homocisteína  y el 

incremento en la concentración de magnetita a nivel cerebral podrían usarse como 

un doble marcador para el diagnostico precoz de Alzheimer. Esta hipótesis 

requiere un estudio in vivo más detallado.   
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La cavidad de la ferritina ha sido ampliamente usada como un nanoreactor 

para la síntesis de nanopartículas metálicas. Históricamente, la ferritina ha sido la 

primera biomolécula utilizada en la síntesis de nanopartículas metálicas, por lo que 

la podemos considerar una “molécula escuela”, que ha permitido establecer 

principios de síntesis que luego podrán ser extrapolados a otros sistemas que 

ofrezcan alguna posibilidad diferente a la que nos ofrece la ferritina, como pueden 

ser cavidades más complejas como las cápsidas víricas. 

 

La capa polipeptídica externa de la ferritina a su vez posibilita su 

funcionalización química. Puesto que la superficie externa de la ferritina expone 

ciertos residuos de lisina hacia el exterior que permiten unir covalentemente 

ciertas moléculas, confiriéndole así una nueva propiedad a las nanopartículas de 

ferritina. Al manipular conjuntamente la superficie externa de la ferritina y el 

material que alberga en su interior podemos obtener una librería de nanopartículas 

bifuncionales solubles en agua con una gran aplicación tecnológica, tanto en 

nanociencia como en biomedicina. En bibliografía se pueden encontrar distintos 

tipos de nanopartículas metálicas sintetizadas en el interior de la ferritina mediante 

distintos protocolos, sin embargo muy pocos son los casos descritos sobre la 

funcionalización externa de la misma. La síntesis de nanopartículas con una 

bifuncionalidad magnético-óptica es de especial interés para estudios de 

biomarcaje, por ejemplo mediante MRI-OI.  

 

A lo largo de esta tesis se han unido de forma covalente a la superficie 

externa de la ferritina colorantes orgánicos, fluoróforos, y los demominados 

quantum dots (QDs). El marcaje de la ferritina con colorantes orgánicos nos 

permite cambiar su color y con los fluoróforos podemos modificar sus propiedades 

ópticas. Al incubar la proteína con dos fluoróforos de la familia Alexa Flúor (AF350 

y AF430), hemos obtenido un fenómeno denominado FRET (Fluorescence 

Resonance Energy Transfer), en este fenómeno la longitud de onda de emisión 

del fluoróforo dador (a 350 nm) coincide con la de excitación del aceptor, 

permitiéndonos obtener una única emisión del fluoróforo aceptor (a 430 nm) 
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cuando irradiamos únicamente al dador. El fenómeno de FRET requiere la 

presencia de ambos fluoróforos (AF350 y AF430) en la misma subunidad de la 

ferritina a una distancia suficientemente corta como para que pueda darse la 

transferencia de energía.  

 

El éxito obtenido en la funcionalización de la ferritina en su superficie 

externa nos abre la posibilidad de “decorar” partículas de ferritina nativas y 

artificiales (en las que se ha modificado su material interno) con distintas 

finalidades. Siguiendo esta dinámica de síntesis de nanoestructuras bifuncionales 

magnético-fluorescentes, un paso más ambicioso ha sido funcionalizar la capa 

externa de la ferritina con nanopartículas metálicas del tipo quantum dot (QD), ya 

que las nanopartículas de semiconductores ofrecen numerosas ventajas frente a 

los fluoróforos orgánicos tradicionales, debido a su alta fotoestabilidad, alto 

rendimiento cuántico, estrecha emisión, etc. Los conjugados QD-MFt tienen una 

gran aplicación como sensores ópticos y magnéticos en MRI-OI (magnetic 

resonance imaging-optical imaging).  

 

Tres QDs  de CdSe/ZnS (core/shell) con emisiones a 525-, 655-, y 800 nm 

(QD525, QD655 y QD800 respectivamente) se unieron de forma covalente a 

nanopartículas de ferritina con un contenido de 200 átomos de Fe en forma de 

magnetita predominantemente (MFt). Mediante estudios de TEM, (HAADF-STEM y 

EELS) se demostró que estas nanoestructuras se organizaban en forma de 

dímeros MFt-QD. Las propiedades magnéticas y fluorescentes de cada uno de los 

precursores de estas nanoestructuras se mantienen en el bioconjugado.  

 

El par MFt-QD800 se ha probado en ensayos in vivo como un posible 

agente bimodal MRI-OI. Hay que recordar que el QD800 emite cercano al 

infrarrojo lo cual es esencial para las aplicaciones biomédicas, puesto que permite 

penetrar en los tejidos. 
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La medida de la relajación transversal, r2, del par MFt-QD800 es un 

parámetro crucial para evaluar la potencialidad de dicha nanoestructura como un 

posible agente de contraste en MRI. El valor obtenido para r2 fue extremadamente 

bajo, ~6 mM-1s-1, lo que indica claramente que se requiere un incremento en los 

valores de magnetización espontánea de la partícula de ferritina. Sin embargo los 

resultados de OI indican que el bioconjugado, MFt-QD800, presenta una alta vida 

media en sangre y se dirige de forma preferencial a los pulmones. Esto indica que 

dicha nanoestructura no es rápidamente detectada por el sistema inmunitario y 

persiste el tiempo suficiente en la sangre como para reaccionar de forma 

específica con ciertos tejidos. Por tanto podemos concluir que las nanoestructuras 

MFt-QD800 representan una vía prometedora para la preparación de agentes 

bimodales MRI-OI con altos valores de vida media en sangre, que en un futuro 

pueden ser vehiculados de forma específica a un tejido concreto. 
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Iron is an essential element for living organisms but is highly toxic in 

excess. The main intracellular storage form of iron is ferritin, a spherical hollow 

protein (apoferritin) composed of 24 subunits that surround a cavity capable of 

accommodating thousands of iron atoms (up to 4500) as an iron mineral, 

traditionally described as ferrihydrite.  

 

Ferritin stores iron that is not required for immediate metabolic needs and 

at the same time protects against the toxic effects of its excess. Free intracellular 

Fe(II) catalyzes the production of hydroxyl radical OH• via Fenton reaction, an 

extremely powerful oxidizing agent capable of causing extensive cell damage.  

 

Therefore, understanding the management of iron in cells could be the key 

to the origin and development of some diseases, especially those of free radical 

nature. However, it can be said that the role of iron, and then ferritin, were ignored 

for many years in too many diseases. 

 

In recent years, oxidative damage by OH· radicals in neurons is known to 

be a primary cause of degenerative diseases such as Alzheimer's disease (AD). 

Furthermore, it has been clearly evidenced that iron is accumulated in brain in 

several neurodegenerative diseases. Likewise, a surprising fact has been 

demonstrated: the mineral iron core composition significantly differs between 

physiological and pathological (especially Alzheimer’s) brain ferritins. Specifically, 

mixed Fe2+-Fe3+ iron oxide (e.g., magnetite) appears to be the main phase in brain 

ferritin of patients with Alzheimer’s disease. 

 

Considered together, this evidence suggests that ferritin dysfunction would 

increase toxic brain ferrous ions, which may contribute to producing free radicals 

that induce cellular oxidative stress associated with cognitive decline and 

Alzheimer’s disease. Therefore, understanding the chemical structure of the ferritin 

core may help to elucidate the alteration or dysfunction of ferritin and its role in the 

development of degenerative diseases. 
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In this study, it has been demonstrated that the structure of ferritin iron core 

is formed by several Fe oxide phases (mainly ferrihidrite and magnetite), which are 

modified in percentage terms as iron is gradually removed by a biomimetic 

process. Specifically, when Fe is removed from ferritin, there is an increase in the 

magnetite phase with a corresponding decrease in the ferrihydrite phase.  

 

Furthermore, we have concluded that magnetite content comes directly 

from the reductive iron removal process. The presence of a reductor excess and 

the simultaneous lack of a Fe(II) chaperone are the critical conditions for an 

uncontrolled iron delivery. Interestingly, homocysteine, a non-essential amino acid, 

is present in a large excess in the brain of AD patients whereas folic acid, a 

possible Fe(II) chaperone, is absent. After the experimental results obtained in this 

work, a new approach to AD can be proposed, in which the excess of 

homocysteine would remove a large amount of Fe(II), part of which would produce 

toxic OH· radicals and other part would re-enter the ferritin cavity and produce 

magnetite by reaction with the remaining native ferrihydrite.  

 

Therefore, the blood level of homocysteine and the increase in magnetite 

in brain could be used as a double biomarker for the early diagnosis of Alzheimer 

disease. This hypothesis needs an in vivo validation.  

 

The ferritin cavity has been widely used as a chemically and spatially 

confined environment for building metallic nanoparticles. Historically, ferritin was 

the first bioplatform to be used as a template for the synthesis of metallic 

nanoparticles and can be considered as a “molecule-school”, in which we learn to 

produce nanostructures in other more complex bionanocavities, such as virus 

capsides.  

 

Furthermore, the outer ferritin organic shell provides a platform for 

chemical functionalization. Thus, native ferritin contains lysine residues on the 

external surface that can be used to covalently couple molecules that can 
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contribute a new functionality to the ferritin particle. Therefore, manipulation of the 

cavity and exterior surface of ferritin particles could produce a library of bifunctional 

nanoparticles for applications in material sciences and biomedicine. Although 

various metallic nanoparticles have been synthesized within the empty ferritin 

cavity by different strategies, few reports have been published on the use of its 

outer surface as a platform for chemical modifications. Thus, the incorporation of 

fluorescence functionality into magnetic nanoparticles is of considerable interest, 

since the combination of optical and magnetic properties in a single nanostructure 

would allow simultaneous biolabeling, for example as MRI-optical dual-modal 

probes, which could be a tool of enormous importance for multimodal diagnostics, 

one of the most exciting challenges in Biomedicine. 

 

In this thesis, organic dyes, fluorophores and the so-called quantum dots 

(QDs) nanoparticles were covalently coupled to ferritin. The labelled organic dyes 

allow the colour and fluorescence of the ferritin particle to be modulated. It proved 

possible to couple two different fluorophores whose excitation and emission curves 

overlap (Alexa F 350- and 430), acting as a donor-acceptor pair when irradiated at 

UV wavelengths. The UV irradiation of the doubly-labelled ferritin particle produces 

an emission at 350 nm of the donor AF350, which is used for exciting the AF430 

acceptor, finally giving rise to an emission at 430 nm. It was demonstrated that this 

phenomena of fluorescence resonance energy transfer (FRET) requires the 

presence of both AF350 and AF430 fluorophores in the same ferritin subunit, at a 

short enough distance for the energy transfer to take place.  

 

This success in coupling functional molecules to the ferritin external shell 

opens up the possibility of “decorating” native and artificial ferritins for diverse aims. 

As an ambitious objective, an attempt was made to go one step further and it 

proved possible to prepare magnetic-fluorescent particles with potential use as 

bimodal MRI-OI agents. For this purpose, QDs rather than organic fluorophores 

were coupled to the ferritin shell because, in comparison with the latter, QDs have 

unique fluorescent properties: narrow emission and broad excitation bands, size-
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dependent wavelength tunability, high photostability and  10–50 fold larger molar 

extinction coefficients, making them bright enough for in vivo conditions, for real 

biomedical application as bioimaging agents. 

 

Three carboxyl 525-, 655-, and 800nm-emitting CdSe/ZnS core/shell QDs 

(QD525, QD655 and QD800) were covalently coupled to a 200 iron-containing 

ferritin in which the majority phase is magnetite. The coupling reaction gave rise to 

nanostructures formed by dimers of ferritin-QD, as demonstrated by TEM, HAADF-

STEM and EELS. The magnetic (high spontaneous magnetization values, 

superparamagnetism) and fluorescent (narrow emission peaks, uniform brightness) 

properties of both nanoblocks (ferritin and QD) are maintained in the final 

nanostructure, ferritin-QD.  

 

The nanoprobe ferritin-QD 800 was tested in vivo as bimodal MRI-OI 

agent. It is interesting to note that QD800 extends its emission into the near-

infrared, improving tissue penetration depth, a crucial step for biomedical 

applications. 
 

Measurement of the relaxativity r2 of the ferritin-QD800 nanostructure, a 

crucial parameter to evaluate the potential of a probe for use as MRI agent, was 

extremely low, about 6 mM-1s-1. This low value clearly indicates that an increase in 

the mass magnetization of the ferritin particle is required. However, the nanoprobes 

ferritin-QD800 exhibits high enough half-life plasma to reach the lungs at high 

concentration. This means that these nanostructures are not quickly attacked by 

the MPS system and persist long enough to reach a specific tissue. Considering 

these results together, the ferritin-QD nanoprobes represent an ideal starting point 

for the successful preparation of new water soluble superparamagnetic-fluorescent 

nanostructures capable of acting as real bimodal MRI-OI agents. 

 



 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. INTRODUCCIÓN. 

 

 

1.1. Metabolismo del hierro en los seres vivos y su regulación: La Ferritina. 

 

El Fe es un elemento esencial para la vida. Es el elemento metálico más 

abundante y el que se involucra en un mayor número de funciones biológicas, la 

mayoría de ellas cruciales para el organismo, tales como: síntesis de ADN, 

respiración, reducción de nitrógeno, transporte de oxígeno, transporte electrónico y 

oxidación de algunos substratos. De hecho, salvo contadas excepciones, no 

existen formas de vida sin la presencia de Fe.  

Cabe preguntarse por qué la Naturaleza eligió el Fe para llevar a cabo el  

 

mayor y más importante número de funciones vitales. (a) Un factor que 

parece decisivo es el hecho de que entre los elementos de transición presentes en 

los  organismos vivos, el Fe es el de mayor abundancia relativa en la corteza 

terrestre (5x10-4 ppm) y uno de los más abundantes en el mar (3x10-3 ppm). No 

parece lógico imaginar el desarrollo de una vida basado en un elemento poco 
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abundante. (b) Un segundo factor puede ser deducido del hecho de que los 

centros metálicos en los sistemas biológicos son siempre cinéticamente lábiles y 

termodinámicamente estables. El hecho de que sean lábiles facilita la rápida 

asociación y disociación con substratos. Ambas propiedades están presentes en 

las dos especies principales de Fe, Fe(II) y Fe(III). (c) En tercer lugar hay que 

señalar la facilidad del Fe para llevar a cabo reacciones redox, debido a la 

existencia de dos estados de oxidación a valores de potenciales “accesibles”,  

unido además al hecho de que puede ampliar el rango de potenciales redox 

mediante sustitución o modificación de los ligandos que lo coordinan. 

 

Se conocen numerosas biomoléculas que contienen Fe como centro 

activo, pudiendo clasificarlas en tres grupos:  

 

·  Sistemas que contiene hierro porfirínico. Son las proteínas de Fe que 

contienen el grupo hemo, dentro de las cuales se encuentra la 

hemoglobina (transporta oxígeno, O2), la mioglobina (almacena el oxígeno 

en los tejidos musculares), citocromos (catalizan diversas reacciones). 

 

·  Proteínas hierro-azufre. Son biomoléculas complejas que contienen Fe 

como ión central coordinado a través de azufre “inorgánico” (S2-) y azufre 

“orgánico” procedente de restos de cisteína. Cabe citar las ferredoxinas, 

relacionadas con el transporte electrónico. 

 

· Complejos con unidades estructurales Fe-O-Fe. A este grupo pertenecen 

las hemeritrinas (proteínas transportadoras de oxígeno en artrópodos y 

moluscos), las fosfatasas ácidas púrpura, la ribonucleótida reductasa (que 

interviene en la síntesis del ADN), y la metano-monooxigenasa (en las 

bacterias metanotróficas, que emplean el metano, CH4, como fuente de 

energía y de carbono, este tipo de enzimas, catalizan la oxidación desde 

CH4 a CO2). 

C
h
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 La distribución normal del Fe en el organismo está siempre asociada a 

biomoléculas, siendo del orden de 75% en hemoglobina, 10% en mioglobina, 

citocromos y otras enzimas que contienen Fe y 10-20% en proteínas de 

almacenamiento como la ferritina y la hemosiderina. Su requerimiento en humanos 

es a nivel traza, así el hombre y la mujer adultos presentan respectivamente 55 y 

45 mg de Fe por kg de peso, presentando un metabolismo finamente regulado, 

mediante el cual a diario se absorben desde la dieta 1-2 mg y se excreta (pérdidas 

obligatorias) igual cantidad de este ión. 1 

 

           

 

Figura 1.1. Distribución del Fe en los sistemas biológicos. 

 

De todo lo anterior se deduce la gran importancia biológica del Fe. Sin 

embargo, hay que señalar que el rango de concentración óptima de Fe en los 

TRANSFERRINA 
(transporte Fe) 
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organismos es sensiblemente estrecho y que un ligero exceso del mismo 

desencadena un alto riesgo de toxicidad para los sistemas celulares. El ión Fe(II) 

es capaz de activar al O2, molécula que bajo condiciones normales es estable y 

muy poco reactiva. La interacción Fe(II)-O2, mediante la reacción de Fenton 

genera radicales de muy corta vida media y alta reactividad. En este tipo de 

radicales la molécula de oxígeno se encuentra en estado de superóxido (O2
-), el 

cual por sucesivos procesos reductivos puede generar radicales peróxidos e 

hidroxilo. A este último tipo de radical libre, se le responsabiliza de iniciar a nivel 

celular procesos oxidativos que podrían provocar un desbalance en el estado de 

óxido-reducción e incluso la muerte celular. 

 

 

 

 

 

 

 

Por lo tanto, cuando un estímulo prooxidante, como por ejemplo una 

sobrecarga de Fe, provoca un desbalance entre la generación de radicales libres y 

su detoxificación, la célula entra en un proceso degenerativo que puede terminar 

en su muerte.  

 

Por todo ello, los sistemas biológicos requieren almacenar Fe (en 

cantidades importantes) para un posible uso posterior al mismo tiempo que se 

regula su concentración dentro del rango óptimo, evitando reacciones tóxicas. Los 

organismos han desarrollado un sistema para almacenar Fe que cumple de forma 

extraordinaria todos estos requisitos, el constituido por la ferritina. 

 

La ferritina es la proteína natural de almacenaje de Fe en los sistemas 

biológicos. La ferritina constituye una clase de proteínas ubicuas en todos los 

Reacción de Fenton: 
 

Fe2+ + O2 → Fe3+ + O2
- 

2O2
- + 2H+→ H2O2 + O2 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH. + OH- 
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dominios de la vida, existiendo sutiles diferencias entre las ferritinas presentes en 

los distintos reinos animales, eucariotas, procariotas y archaeas.  

 

Los principales tejidos de almacenamiento de este metal son el hígado, 

que contiene el 60% del Fe de depósito, mientras que en las células del sistema 

reticuloendotelial y el tejido muscular se encuentra el 40% restante. El Fe en los 

depósitos está unido a proteínas específicas, la ferritina contiene el 95% del Fe 

hepático mientras que su forma degradada, la hemosiderina, contiene el 5% 

restante.2 

 

Numerosos trabajos han demostrado que el nivel de ferritina se 

correlaciona con los niveles intracelulares de Fe y se ha descrito que la síntesis de 

ferritina está regulada por el contenido intracelular de Fe.  

 

Los enterocitos regulan el balance de Fe de tal manera que altos niveles 

corporales bloquean, y bajos niveles incrementan, la absorción intestinal de este 

ión. Por lo tanto, se considera a la absorción intestinal como el paso clave en la 

regulación de los niveles corporales del Fe. 

 

 Para la mayoría de las células humanas, se ha descrito que el mecanismo 

de incorporación de Fe, es realizado a través de la endocitosis de transferrina 

(proteína implicada en el transporte del Fe a través del torrente sanguíneo) vía 

receptores de transferrina (RTf).3  

 

Los niveles de Fe intracelulares se regulan finamente: cuando los niveles 

intracelulares de Fe bajan, se induce la síntesis del RTf, este proceso aumenta la 

incorporación de Fe a la célula por la vía de endocitosis basolateral. Cuando, por 

el contrario, el suplemento de Fe satisface o excede las necesidades, se 

incrementa la síntesis de ferritina, con lo que aumenta la capacidad de 

almacenamiento intracelular de Fe (figura 1.2). 4  
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Figura 1.2. Regulación opuesta de la transcripción de los receptores de ferritina y transferrina. Sistema 

de contrabalanza 

 

Esta regulación es llevada a cabo a nivel transduccional por una proteína 

citoplasmática llamada “proteína regulada por hierro” (Iron Regulatory Protein, 

IRP). La IRP se une a un motivo presente en el ARNm del RTf y de la ferritina 

denominado elemento de respuesta al hierro (Iron Responsive Element, IRE) 

 

La degradación de la ferritina, pese a que es una proteína citosólica, se 

lleva a cabo en compartimentos vesiculados.  

 

1.2.  Estructura de la Ferritina y propiedades físico-químicas. 

  
La ferritina consiste en un polipéptido externo en forma de esfera hueca 

(apoferritina), cuyo peso molecular es de ~ 450 kDa, de unos 12 nm de diámetro 

con un núcleo central de unos 8 nm de un mineral de Fe (figura 1.3). La ferritina es 

capaz de almacenar en su interior hasta 4500 átomos Fe/molécula, aunque las 

cantidades habituales son de unos 2000 Fe.  

 

 

 
 

 

 

Figura 1.3. Estructura real de la apoferritina y forma esquematizada utilizada para la apoferritina y 

ferritina. 

Alta concentración de Fe 
Se estimula la síntesis de 
ferritina y se inhibe la 
expresión del receptor de la 
transferrina. 
Resultado – el exceso de Fe 
se acumula dentro de la 
ferritina.

Baja concentración de Fe 
Se inhibe la síntesis de 
ferritina y se estimula la 
expresión del receptor de la 
transferrina. 
Resultado – se disminuye el 
secuestro de Fe por la 
ferritina. 

 Fe celular
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~8nm 
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La apoferritina en mamíferos está formada por 24 subunidades, mezcla de 

dos tipos diferentes de subunidades, las cadenas H (pesadas, 22-24 KDa) y 

cadenas L (ligeras, 20-22 KDa).5  Estructuralmente los dos tipos de subunidades 

son similares, ya que presentan un 50-55% de homología de secuencia. Cada 

subunidad está compuesta por cuatro hélices α enlazadas por cinco dominios 

helicoidales (figura 1.4 A).  

 

Determinaciones de la composición tejido-específica de la ferritina, indican 

que está compuesta por diferentes proporciones de subunidades H y L en distintos 

tejidos, lo cual le otorga diferentes propiedades de almacenamiento. Así en el 

hígado la alta proporción de subunidades L le otorgan a la ferritina características 

acídicas y alta capacidad de almacenamiento de Fe, mientras que en el tejido 

cardíaco la subunidad preferencial es la H. 

 

En la estructura cuaternaria las subunidades se autoensamblan de tal  

forma que generan dos tipos de poros o canales generados por la intersección de 

tres o cuatro subunidades peptídicas, que conectan la cavidad interior con el 

medio exterior: seis de naturaleza hidrofóbica y ocho de naturaleza hidrofílica.  

 

Los poros hidrofílicos son los que presentan simetría C3 (figura 1.4 B) y 

poseen una mayor composición de residuos del tipo aspartato y glutamato, son de 

aproximadamente 5 Å, permiten la entrada y salida de la cavidad al medio exterior, 

y viceversa, de moléculas de agua, iones metálicos y moléculas orgánicas de 

tamaño adecuado. A través de estos canales entran los iones de Fe(II), que 

mediante oxidación catalítica generarían el mineral de Fe en la cavidad interior, 

igualmente estos canales son críticos para la función de la ferritina de liberar Fe de 

forma controlada. En contraste, los canales de simetría C4, debido a la 

intersección de las cuatro subunidades peptídicas (figura 1.4 C) son 

mayoritariamente hidrofóbicos y de diámetro irregular y angosto. 
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Figura 1.4. (A) Subunidad tipo de la apoferritina, (B) Poro de simetría C3, (C) Poro de simetría C4. 
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En cada una de las subunidades L que componen la capa proteica de la 

ferritina existen tres grupos amino pertenecientes a residuos de lisina, por lo que 

en la superficie de la proteína que contiene únicamente subunidades L hay un total 

de 72 residuos de lisina dirigidos hacia el exterior (figura 1.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 1.5. Subunidad tipo de la apoferritina mostrando las tres lisinas que expone en su superficie y 

las distancias que hay entre ellas. 

 

Aunque la estructura del mineral de Fe en el interior de la ferritina no ha 

sido totalmente establecida, tradicionalmente se ha considerado que es del tipo 

ferrihidrita, 5Fe2O3·9H2O, un óxido-hidróxido de Fe(III), aunque más adelante se 

discutirá que en realidad la ferritina está compuesta por un material polifásico cuya 

composición es dependiente del contenido de Fe. 6  

 

Mediante la técnica de microscopia electrónica de transmisión de alta 

resolución (HREM) se pueden obtener imágines reales de la estructura de la 

ferritina diferenciándose claramente los núcleos metálicos correspondientes al 
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mineral de Fe, ya que presentan una mayor electrodensidad (Figura 1.6 A), la 

morfología de los núcleos metálicos es bastante homogénea y con una 

distribución muy estrecha de tallas. Al contrastar una imagen de este tipo con 

Acetato de Uranilo conseguimos poner de manifiesto simultáneamente el núcleo 

metálico y la cubierta polipeptídica que le hace de envoltorio al núcleo metálico, 

como se puede observar en la figura 1.6 B. 

 

 
 

Figura 1.6. (A) Imagen de TEM de la ferritina nativa, (B) Imagen de TEM de la ferritina nativa 

contrastada con AcOU (ampliación en el recuadro inferior). 

 

El material polifásico encapsulado en la ferritina es antiferromagnético por 

debajo de 140 K, pero presenta un momento magnético debido a la no 

compensación de los espines, sobre todo los dispuestos en la superficie del 

mineral. Esto hace que la ferritina se comporte como un material 

superparamagnético por debajo de 20 K. Por debajo de la temperatura de 

bloqueo, TB ≈ 15 K, la energía térmica no es suficiente para permitir la oscilación 

de los momentos magnéticos a través de la barrera anisotrópica y por tanto los 

momentos magnéticos se bloquean. Como consecuencia de dichas propiedades 

magnéticas, las curvas de magnetización Zero Field Cooled (ZFC) y Field Cooled 

(FC) presentan diferente comportamiento a temperaturas inferiores a la de bloqueo 

(figura 1.7). La ZFC presenta un máximo proporcional a la TB y la curva FC 

aumenta continuamente conforme disminuye la temperatura. Otra consecuencia 
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de la aparición de la TB es que por debajo de dicha temperatura aparece un 

marcado ciclo de histéresis (recuadro superior de la figura 1.7). 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 1.7. Curvas ZFC y FC de la ferritina nativa. En la parte superior se observa el ciclo de histéresis 

a 5 K. 

 

El proceso de mineralización de la ferrihidrita dentro de la ferritina es un 

proceso que se lleva a cabo en sucesivos pasos y que implica, la oxidación del 

Fe(II), hidrólisis, nucleación y crecimiento del cristal. Los iones de Fe(II) pasan al 

interior de la cavidad a través de los canales hidrofílicos (simetría C3). En la 

ferritina humana los sitios de unión al metal están presentes en las cadenas H 

mientras que están ausentes en las cadenas de tipo L. Estos sitios de unión al 

metal se llaman centros ferroxidasa, y son los encargados de catalizar la oxidación 

de Fe(II) a Fe(III).  Los residuos de ácido glutámico presentes en el interior de la 

cavidad ayudan a la nucleación. 
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Los canales de simetría C3, en los que se encuentran los centros 

ferroxidasa, y los sitios de nucleación poseen valores negativos para el potencial 

electrostático mientras que la región externa de los canales hidrofílicos está 

rodeada por regiones de potencial positivo, creando así un gradiente electrostático 

dirigido hacia el interior de la cavidad interna. Este gradiente electrostático 

favorece la entrada de los iones al interior de los canales y finalmente al interior de 

la cavidad de la ferritina, como un mecanismo de guía para la entrada de los 

cationes, sugiriendo así que los canales hidrofílicos son la mejor vía de entrada en 

la proteína. 

 

La envuelta proteica (la apoferritina) es muy estable a la degradación 

térmica y química debido a las fuertes interacciones presentes entre las 

subunidades. Aguanta bien temperaturas de hasta 85ºC y un intervalo de pH de 

entre 3.5-8.5. Se trata por tanto de una proteína robusta que permite una 

manipulación química suave sin detrimento de alterar su estructura esencial. 

 

1.3. Ferritina y enfermedades neurodegenerativas 

 
En la Edad Media y Renacimiento, se utilizó por primera vez el Fe para el 

tratamiento de ciertas enfermedades, pero sin mucho conocimiento de causa. A 

principios del siglo XVI se relacionó la deficiencia de Fe con una enfermedad 

llamada "enfermedad verde" o clorosis (nombre que se le asignaba a la anemia 

ferropénica). La primera persona en utilizar el Fe como medicamento específico en 

el tratamiento de la clorosis fue Thomas Sydenham, médico inglés del siglo XVII.  

 

En 1713, Lemery y Geoffry demostraron por primera vez que el Fe se 

encontraba presente en las cenizas de la sangre, relacionando directamente a 

este tejido con dicho metal, estableciendo de esta manera las bases científicas en 

la terapéutica de su deficiencia.  
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En 1832 el médico francés Pierre Blaud inició el tratamiento de la clorosis 

mediante la administración de Fe por vía oral, utilizando una píldora compuesta 

por sulfato ferroso (FeSO4) y carbonato de potasio (K2CO3), la cual fue 

denominada "píldora de Blaud".  

 

En 1920 Whipple y colaboradores demostraron que el hígado cocido era 

más eficaz que el carbonato ferroso (FeCO3) en la regeneración de la sangre. Sin 

embargo en 1932, Castle y colaboradores demostraron la eficacia del Fe 

inorgánico en la regeneración de la hemoglobina, cuando el mismo era 

administrado por vía parenteral a pacientes con anemia hipocrómica. 

 

 En 1937, McCance y Widdowson, comenzaron a realizar los primeros 

trabajos sobre balance de Fe, los que sugerían una absorción y eliminación 

limitadas de este metal. El mismo año, Heilmeyer y Plotner midieron las 

concentraciones plasmáticas de Fe y postularon su mecanismo de transporte.8 

  

El Fe es considerado un metal esencial no sólo para el crecimiento normal, 

sino también para el desarrollo mental y motor normal del individuo. Siendo tan 

crucial, su deficiencia es padecida por una gran proporción de la población 

mundial. El Fe juega un papel de capital importancia en un órgano esencial como 

es el cerebro, ya que en este órgano es donde el Fe alcanza su mayor 

concentración. La concentración a nivel cerebral del Fe no es homogénea, lo que 

indica que existen áreas con una mayor concentración como es la Sustancia Nigra 

y parte del Núcleo Estriado, y es allí donde podemos correlacionar el porqué su 

deficiencia se asocia con alteraciones de diversos neurotransmisores como son la 

Dopamina y la Noradrenalina, y todo esto repercutirá en el deterioro de la función 

neurológica del individuo. 9 

 

Los cambios de los niveles de Fe a nivel cerebral son muy lentos debido al 

proceso por el cual el Fe atraviesa la barrera hematoencefálica (BHE), ya que esta 

barrera sólo permite la captación del suplemento de Fe en caso de deficiencia.  
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Debido a la importancia de las funciones que desarrolla el Fe a nivel 

cerebral, se ha relacionado la desregulación de los niveles de Fe con la aparición 

de ciertas enfermedades neurológicas. En los últimos años se ha producido un 

avance importante en el descubrimiento de los mecanismos implicados en el 

metabolismo férrico, descubriéndose las relaciones existentes con el sistema 

inmune y el sistema nervioso, ya que se ha detectado que existe relación entre 

niveles anormales de Fe en el cerebro y numerosas enfermedades 

neurodegenerativas, como en la enfermedad de Parkinson, Alzheimer, etc.  

 

El Alzheimer a nivel histopatológico, se caracteriza principalmente por la 

formación de dos tipos de agregados proteicos: los ovillos neurofibrilares (ONFs), 

que se localizan en el interior de la neurona y las placas seniles (PS), ubicadas en 

el espacio extracelular. Los ONFs comprenden una red filamentosa compacta 

formada por los filamentos pareados helicoidales (PHFs), los cuales constituyen 

agregados de la proteína tau hiperfosforilada. Estas estructuras anómalas generan 

serios trastornos en la actividad neuronal, provocando una pérdida en su 

capacidad de transmitir los impulsos nerviosos y ocasionando finalmente el 

proceso neurodegenerativo. Las placas seniles (PS) son lesiones multicelulares 

esféricas que contienen en el centro depósitos extracelulares de un péptido de  

40-43 aminoácidos, denominado β-amiloide (Aβ). 9, 10 

 

En cierta forma, las placas seniles pueden ser consideradas como “basura 

química” que estrangula la funcionalidad del sistema neuronal en el cerebro. Y 

durante muchos años han sido el centro de atención sobre esta enfermedad, tanto 

a nivel diagnóstico como terapéutico. Un símil que puede explicar la realidad 

química del cerebro de un enfermo de Alzheimer, colapsado por una 

sobreacumulación de la proteína β-amiloide, que estrangula el correcto 

funcionamiento de la transmisión de señal entre neuronas puede ser el siguiente: 

si uno entra en su casa y se encuentra amontonada tal cantidad de basura que 

impide la funcionalidad de parte de la misma, lo peor que puede hacer es echarle 

la culpa a la propia basura. Necesitamos conocer cuál es la razón que conlleva 
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esta acumulación de “basura química” de la misma forma que necesitaríamos 

saber quiénes son las personas que se han encargado de tirar, y no recoger, la 

basura en nuestra casa. Si nos limitamos a recoger basura (a disolver las placas 

de β-amiloide) sin detener la fuente que la origina, no podremos paliar el 

problema.   

 

Parte del trabajo llevado a cabo en la presente tesis viene a ordenar un 

puzzle de datos y hechos experimentales que correlacionan la enfermedad de 

Alzheimer con un mal metabolismo del hierro a nivel cerebral. Las dos piezas 

claves en todo este puzzle de datos, en la mayoría de los casos desconectados, 

son dos: la ferritina y un exceso de homocisteína.  

 

La homocisteína es un aminoácido originado en el metabolismo de la 

metionina (aminoácido esencial, precursor y componente de péptidos y proteínas 

que participa en la transferencia de grupos metilo), que no circula en grandes 

cantidades y que puede ser reciclada a partir de la vía de recuperación de 

metionina (remetilación) o de la vía de formación de cisteína (transulfuración). La 

vitamina B12 es el donante directo del grupo metilo a la homocisteína para la 

recuperación de metionina; el ácido fólico sirve de fuente del grupo metilo para la 

formación de metilcobalamina, y la vitamina B6 sirve de cofactor para la 

regeneración de ácido fólico.  

Cisteína

Metiltransferasa

Homocisteína

Ác. Fólico
Vitamina B12

Metionina

Vitamina B6

 
 

Figura 1.8. Esquema del metabolismo de la Homocisteína  
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 Las concentraciones de homocisteína plasmática, no obstante, pueden 

alterarse por defectos congénitos o por deficiencias nutricionales en los cofactores 

vitamínicos. Este aminoácido está adquiriendo un papel trascendental en la 

medicina moderna debido a su relación con un buen número de enfermedades. 

Estudios epidemiológicos han puesto de manifiesto que niveles altos de 

homocisteína en sangre se correlacionan con enfermedades neurodegenerativas, 

insuficiencia cardiaca y aterosclerosis. 11 Por otra parte, un estudio epidemiológico 

basado en datos estadísticos demostró que las personas con 

hiperhomocisteinemia presentan un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad de 

Alzheimer.12 Recientemente, estudios del mismo tipo han demostrado que la 

hiperhomocisteinemia se relaciona con la pérdida de memoria que antecede a la 

demencia. Ya en 1990 se observó una relación directa entre hiperhomocisteinemia 

y demencia degenerativa primaria, ya que la homocisteina produce 

microangiopatía cerebral, disfunción endotelial y estrés oxidativo, así como 

aumento en la producción de β-amiloide.11, 13 

 

Como se ha comentado anteriormente, el nivel de homocisteína en sangre 

depende de factores genéticos y de la alimentación. Un alto nivel de homocisteína 

en sangre podría ser consecuencia de deficiencias de diversas vitaminas, como la 

B6, B12 y ácido fólico. Teddy Reynolds, neurólogo que ha dedicado más de 30 

años al estudio de las relaciones del ácido fólico y el sistema nervioso con el 

envejecimiento, concluye que con la edad va disminuyendo la concentración de 

ácido fólico en suero y en líquido cefalorraquídeo y por tanto va aumentando el 

nivel de la homocisteína plasmática.14 Recientemente se han realizado estudios 

que demuestran que la administración de este tipo de suplementos (ácido fólico, 

vitamina B12 y B6) es capaz de retrasar el desarrollo de la enfermedad de 

Alzheimer en pacientes que presentan la enfermedad en estadios iniciales.15 

 

Sin embargo, no se conoce hasta el momento ningún mecanismo de 

acción de la homocisteína que pueda explicar su implicación en todas estas 

enfermedades. El hecho de que esté implicada en tantas y tan importantes 
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enfermedades le ha valido ya el calificativo de “colesterol del siglo XXI”. Y no cabe 

duda que en años venideros va a ser objeto de un estudio intenso y 

probablemente protagonice líneas de actuación fundamentales en medicina 

preventiva.  

 

Una serie de hechos experimentales ponen de manifiesto una conexión 

entre daños neurodegenerativos del cerebro con la ferritina y la propia 

homocisteína. Estos hechos son los siguientes:  

 

1. El cerebro de un enfermo de Alzheimer tiene una cantidad significativamente 

mayor de hierro que el de uno sano.16 

 

2. Estudios recientes ponen de manifiesto una correlación entre altos niveles 

de homocisteina y demencia senil y Alzheimer.17,11a 

 

3. El RNA mensajero de la proteína ß-amiloide contiene un centro de tipo IRE 

(iron responsive element) por el que la presencia de Fe(II) libre promueve la 

sobreexpresión de esta proteína y su subsecuente acumulación.18 

 

4. La composición del núcleo metálico de la ferritina se modifica en estados 

fisiológicos y patológicos, concretamente se ha descrito que en estados 

fisiológicos hay un mayor porcentaje de ferrihidrita y sin embargo en 

pacientes de Alzheimer la fase mayoritaria es la magnetita,19 

incrementándose por tanto la magnetización/g a nivel cerebral. 

Probablemente este sea el hecho que explica la visualización “fortuitamente” 

más favorable del cerebro en enfermos de Alzheimer mediante Resonancia 

Magnética (MRI) puesto que la relajación transversal r2, uno de los 

parámetros claves para una mayor resolución mediante MRI, es 

proporcional a la magnetización.  
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La presencia e incremento de magnetita en cerebro de enfermos de 

Alzheimer y la existencia simultánea de un alto nivel de homocisteína no son dos 

hechos aislados como se pretende demostrar en la presente tesis. Esta conexión 

abre las puertas, en primer lugar a formular una nueva aproximación al origen de 

la enfermedad y en segundo lugar, a elaborar un protocolo de diagnosis precoz, 

basados en estos dos biomarcadores: homocisteína y ferritina. 

 

1.4.  Ferritina: una biomolécula paradigmática en nanotecnología. Una 

cavidad-nanoreactor y una superficie-plataforma para su funcionalización. 
 

En los últimos años la nanotecnología (campo de las ciencias aplicadas 

dedicado al control y manipulación de la materia a una escala menor que 0.1 

micrómetro) está en auge, puesto que nos abre un amplio abanico de aplicaciones 

tecnológicas, en forma de ferrofluidos, sistemas de refrigeración magnéticos, 

potenciador del contraste en imágenes de resonancia magnética, portadores 

magnéticos de fármacos, agentes catalíticos, etcétera, debido a la aparición de 

nuevas propiedades físico-químicas en los materiales nanoestructurados frente a 

los materiales clásicos. 20 

 

La aparición de estas propiedades deriva del tamaño nanométrico del 

material en estudio. Cuando nos encontramos en la escala nanométrica en la que 

el tamaño de las partículas se encuentra en un rango de entre 1-100 nm el “efecto 

de superficie” adquiere una gran importancia, puesto que hay un aumento en la 

proporción del número de átomos superficiales conforme disminuimos el tamaño 

de la materia (figura 1.9).  
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Figura 1.9. La partícula inicial (en escala clásica) se divide en ocho más pequeñas, pero con un 

incremento en el número de sus átomos superficiales (pasando de tener un 66% de átomos 

superficiales a un 96%). 
 

La diferencia de propiedades entre las partículas a escala nanométrica y 

escala clásica deriva, en parte, del distinto entorno químico que poseen los átomos 

superficiales y los átomos internos, ya que los átomos superficiales no se ven 

afectados de igual modo que los internos por sus átomos vecinos. Podemos 

observar como cuando la partícula tiene un mayor tamaño (imagen de la izquierda) 

la proporción de átomos superficiales frente a la de los átomos internos es 

bastante menor, sin embargo al pasar a la escala nanométrica (imagen de la 

derecha) la proporción de átomos superficiales frente a la de los internos 

incrementa considerablemente (pasando de un 66% a un 96% en el ejemplo dado 

en la figura 1.9). Cuando el número de átomos superficiales es mayor frente al 

número de átomos internos las propiedades del material en conjunto se rigen por 

las de los átomos superficiales (que son los mayoritarios), al contrario de lo que 

pasa cuando nos encontramos en la escala clásica 

 

Escala clásica Escala nanométrica 

66% de átomos 
superficiales 

96% de átomos 
superficiales 
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Las propiedades que generalmente se modifican al pasar de la escala 

clásica a la escala nanométrica son: 

 

·  Cambios de color por la aparición de nuevas bandas de absorción en el 

espectro UV-Visible: la denominada resonancia de plasmones de 

superficie (SPR, Surface Plasmon Resonance). En una nanopartícula 

metálica, los electrones de la banda de conducción oscilan colectivamente 

a una frecuencia dentro del espectro visible. Esta oscilación es muy 

dependiente del tamaño y del entorno químico de la superficie de la 

partícula. Estas bandas son típicas sobre todo en  las nanopartículas de 

Au y Ag, y son las responsables de originar toda la gama de colores que 

pueden adquirir las partículas de estos materiales. 

 

· Aparición de superparamagnetismo. El superparamagnetismo es un 

fenómeno por el que los materiales exhiben un comportamiento similar al 

paramagnetismo (tendencia de los momentos magnéticos libres a 

alinearse paralelamente a un campo magnético) por debajo de la 

temperatura de Curie o de Néel (temperatura en la cual la magnetización 

se hace 0). La energía requerida para cambiar la dirección del momento 

magnético de la partícula es comparable a la energía térmica y por tanto 

las partículas, aleatoriamente cambiarán el signo de magnetización 

sobrepasando una barrera de energía anisotrópica. Sin embargo por 

debajo de una temperatura, denominada temperatura de bloqueo, el 

momento magnético se bloquea. Además, la aplicación de un campo 

magnético externo por debajo de esta temperatura de bloqueo genera la 

orientación del momento magnético de forma paralela a dicho campo, 

llegando a magnetizarse la nanopartícula y comportándose como un imán, 

pero la supresión del campo magnético externo no provoca la 

desmagnetización: el momento magnético de la partícula “no sigue” al 

campo magnético externo, sino que relaja en una situación fuera del 
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equilibrio, dando lugar a la aparición de fenómenos de histéresis 

magnética. 

 

·  Aparición de fluorescencia en semiconductores inorgánicos clásicos, los 

denominados “quantum dots”. La cuantización de estados permite la 

existencia de fenómenos de fluorescencia. Además, la fluorescencia de 

los quantum dots se caracteriza por tener una banda muy ancha de 

excitación y una banda muy fina de emisión. Ambas longitudes de onda 

son también muy dependientes del tamaño de la partícula. 

 

La aparición de estas nuevas e interesantes propiedades hace que la 

nanotecnología presente una gran variedad de aplicaciones tecnológicas. Son 

numerosas las aplicaciones de las nanopartículas en la industria, por ejemplo, (a) 

la aplicación de nanopartículas como aditivos en recubrimientos orgánicos es un 

campo muy prometedor con un gran potencial de desarrollo tecnológico; (b) la 

aplicación de las nanopartículas en la formación de los nanodispositivos 

electrónicos capaces de almacenar información; (c) uno de los campos de mayor 

aplicación de las nanopartículas es el relacionado con la biomedicina. 

 

  La posibilidad de implementar las nanopartículas en el cuerpo humano 

ofrece enormes posibilidades en biomedicina, tanto desde el punto de vista de 

diagnosis como terapéutico.21 Poder introducir en el organismo estas partículas, y 

aprovechar las propiedades que anteriormente hemos citado, representa un gran 

campo de investigación con enormes aplicaciones. Algunos de los campos más 

relevantes para la aplicación de estas nanopartículas en la biomedicina se 

encuentran ilustrados en la figura 1.10.   
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Figura 1.10. Algunos de los campos más relevantes para la aplicación de las nanopartículas en la 

biomedicina, denominada nanomedicina. 

 

Se pueden citar numerosos ejemplos de nanopartículas con aplicación 

biomédica, algunos de estos ejemplos se encuentran ya en el mercado y otros 

muchos son prototipos que continúan en estudio con la esperanza de tener una 

aplicación tecnológica en un futuro muy próximo: 

 

· En MRI, el uso de nanopartículas de óxido de hierro 

superparamagnéticas del tipo de endorem o sinorem (partículas SPIOs, 

Superparamagnetic Iron Oxides, ~ 60 nm, y USPIOs, Ultrasmall 

Superparamagnetic Iron Oxides, ~ 50 nm, existentes en el mercado) 

permite acortar considerablemente los tiempos de relajación de los 

protones circundantes como consecuencia del campo magnético 

heterogéneo que se genera alrededor de las partículas. En las imágenes 

obtenidas de este modo, dicho efecto se hace evidente por un contraste 

negativo debido a la reducción de la señal de MRI, permitiéndonos 
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resolver mejor la visualización de un tejido u órgano. La tendencia en este 

sentido ha sido sintetizar cada vez partículas de menor tamaño e inocuas 

al organismo consiguiendo así tiempos mayores de circulación en el 

torrente sanguíneo. Los últimos avances intentan vectorizar los agentes de 

contraste de forma que se dirijan específicamente al órgano o tejido en 

estudio.  

 

·  El uso de partículas de Au y Ag como biosensores. En 1990 BIAcore AB 

(Suecia) lanzó el primer kit basado en la aplicación de la banda SPR como 

biosensor. Concretamente fabricó una capa delgada de partículas de Au 

que llevaban anclado un receptor específico de proteína. La unión de la 

proteína cambiaba el índice de refracción del entorno, la banda SPR y por 

tanto el color.  

 

· En la farmacéutica es muy importante no sólo el control de la liberación 

del fármaco, sino también el control estricto de la distribución del mismo, 

para minimizar los efectos sistémicos de los potentes fármacos o tóxicos. 

El uso de nanopartículas permite el tratamiento de enfermedades 

localizadas, como por ejemplo tumores sólidos, ya que dichas 

nanopartículas pueden ser funcionalizadas de forma específica contra el 

tejido maligno en tratamiento, lo que permite que el tratamiento vaya 

dirigido específicamente al tejido maligno por lo que se requieren dosis 

menores de administración para obtener un resultado satisfactorio. 
Numerosos son los ejemplos citados en la bibliografía,22 tanto para el 

transporte específico del fármaco (un ejemplo muy significativo es el dado 

por la empresa Biophan explotando una patente de M. R. Ibarra 23, figura 

1.11) como para la liberación controlada del mismo, mediante la aplicación 

de campos magnéticos alternantes que descomponen el recubrimiento de 

las nanopartículas que envuelve el compuesto o bien por calentamiento de 

las nanopartículas al ser irradiadas con longitudes de ondas cercanas al 

infrarrojo (NIR). 
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Figura 1.11.  La partícula magnética se inyecta de forma intravenosa y circula por el torrente sanguíneo 

hasta alcanzar el tumor sólido a tratar (etapa 1). Para favorecer la concentración de las partículas en el 

tumor se aplican campos magnéticos que dirigen a dichas partículas a la zona del cuerpo en 

tratamiento (etapa 2). Cuando la totalidad de las partículas magnéticas se disponen en el tumor se 

comienzan a aplicar campos magnéticos oscilantes que permiten la liberación del fármaco (etapa 3). 

Este es un método que permite una liberación controlada y dirigida del fármaco. 

 

· El uso de nanopartículas magnéticas en el tratamiento de tumores por 

hipertermia podría ser en breve una alternativa terapéutica frente a los 

tratamientos clásicos. El principio de este calentamiento es diferente si se 

trata de partículas ferromagnéticas con multidominios o 

superparamagnéticas. En el primer caso, el campo magnético AC aplicado 

provoca un alineamiento apropiado del campo de alguno de los dominios, 

mientras que otros merman. Este fenómeno es irreversible y provoca la 

aparición del conocido ciclo de histéresis, que alcanzado el valor de 

magnetización y retirado el campo magnético disipa energía. En 

materiales superparamagnéticos, el mecanismo es diferente porque no 

existen estos multidominios. En estos sistemas, el campo magnético AC 

aplicado suministra energía para que los momentos magnéticos roten 

sobrepasando una barrera de energía potencial E = KV (K es una 

constante de anisotropía y V es el volumen de las nanopartículas 

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 

Inyección 
intravenosa 
 

Tumor 
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Campo AC 

Tumor 
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Liberación 
del fármaco 
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magnéticas). Esta energía es disipada cuando los momentos magnéticos 

de la partícula vuelven a su orientación de equilibrio (relajación de Néel). 

Este fenómeno está caracterizado por una temperatura denominada 

temperatura de bloqueo. En ambos casos, existe una contribución del 

calor provocada por la fricción de la partícula con el medio debido a la 

oposición del medio a la orientación de dichas partículas por el campo 

externo. 24 

 

· Uso de nanopartículas multimodales.25 Las técnicas de imagen, MRI 

(magnetic resonance imaging), PET (positron emision tomography), CT 

(computed X-ray tomography), etc., son de especial importancia en  

biomedicina para el diagnóstico de numerosas enfermedades. Cada una 

de estas técnicas posee ciertas ventajas y desventajas para cada tipo de 

diagnóstico, pero ninguna de ellas por si sola es capaz de analizar la 

imagen con la suficiente resolución, por ello los sistemas multimodales 

que permiten analizar la imagen con más de una técnica de imagen son 

de especial interés. Hay una gran variedad de combinaciones de dichas 

técnicas: (a) MRI-OI,26 a una nanopartícula magnética se le adiciona un 

compuesto con propiedades ópticas (fluorescentes, Qdots). El uso de 

fluoróforos con emisiones cercanas al infrarrojo (NIRF) permite obtener 

imágenes in vivo con una mayor profundidad en los tejidos, lo que junto 

con las imágenes obtenidas en MRI posibilita la detección de tumores in 

vivo, (b) MRI-PET, genera señales con una mayor resolución espacial y 

mayor sensibilidad, ya que la técnica PET da información espacial 

mientras que MRI da la información anatómica de la que carece el PET. 27 

 

Para poder explotar todas las posibilidades biomédicas y demás 

aplicaciones tecnológicas que las nanopartículas presentan a priori, es necesario 

el desarrollo de métodos eficaces, reproducibles, que usen condiciones de síntesis 

suaves para la preparación de nanopartículas metálicas. Un método ideal de 
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preparación de nanopartículas debería cumplir ciertos requisitos, siendo 

imprescindibles los siguientes: 

 

·  Control y homogeneidad del tamaño de las nanopartículas. Como ya se 

ha comentado, las propiedades de las nanopartículas son tremendamente 

dependientes del tamaño. Por tanto, si se quiere establecer correlaciones 

rigurosas entre propiedades y tamaño, es obligatorio que el rango de 

tamaño de las nanopartículas sea lo más estrecho y homogéneo posible. 

 

· Evitar aglomeración. La aglomeración de las nanopartículas podría 

generar la pérdida de las propiedades inherentes a su escala nanométrica. 

 

·  Flexibilidad para poder preparar nanopartículas de composición química 

variada que permita un amplio repertorio fenomenológico y de posibles 

aplicaciones tecnológicas. Posiblemente este sea uno de los principales 

handicaps de la mayoría de los métodos. 

 

Otro punto a tener en cuenta en el diseño de dichas nanopartículas para 

su posible introducción en el cuerpo humano, es que hay que procurar tiempos 

altos de circulación en el torrente sanguíneo. El tiempo que nuestro organismo 

tarda en detectar y eliminar estas partículas es vital para que puedan llevar a cabo 

su actividad. Cuanto mayor es el tamaño de las partículas, más fácil resulta su 

detección por los macrófagos, más rápidamente son eliminadas y por 

consiguiente, menor es el tiempo de circulación en sangre. De hecho, la primera 

generación de SPIOs, tenía como principal problema su rápida eliminación del 

torrente sanguíneo. Este problema fue en cierta medida superado por la segunda 

generación, los USPIOs, que debido a su menor tamaño alcanzan tiempos de 

circulación en sangre mayores.21 Otra alternativa para incrementar los tiempos de 

circulación de las nanopartículas en sangre consiste en modificar apropiadamente 

la superficie externa de la partícula. En este sentido, hay claros ejemplos de que el 
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recubrimiento de la partícula con polietilenglicol (PEG), impide una fagocitosis 

violenta, permitiendo un mayor tiempo de residencia de la partícula en sangre.28 

 

De gran importancia es también tratar de dirigir las nanopartículas al sitio 

deseado de la forma más específica posible, vectorizar las nanopartículas a la 

“diana” (órgano o tejido) deseada.5 De entre las muchas estrategias existentes 

para esta vectorización específica, podemos nombrar (a) el uso de partículas 

magnéticas que puedan ser llevadas al órgano adecuado por aplicación de un 

campo magnético externo; (b) otra estrategia, química, se basa en el principio de 

la interacción específica antígeno-anticuerpo o del par biotina-avidina; (c) una 

tercera vía, muy por explorar es lograr que las nanopartículas puedan ser 

endocitadas o reconocidas a nivel de membrana y puedan penetrar en la célula, 

en la naturaleza existen ejemplos diversos como pueden ser las vesículas 

recubiertas por clatrina con receptores específicos. 

 

Viendo estas premisas podemos deducir que la biomimética nos 

proporciona un nuevo camino para la síntesis y ensamblaje de nanomateriales 

magnéticos, ya que ofrece la posibilidad de controlar el tamaño, la forma, la 

estructura cristalina, la orientación y la organización. Uno de los objetivos de la 

biomimética es la síntesis de materiales diana que incorporan propiedades 

específicas por diseño, por ejemplo: el uso de la arquitectura proteica para 

controlar la morfología de las nanopartículas en diseño y la utilización de 

secuencias peptídicas específicas para el reconocimiento de material polimórfico 

con una alta afinidad. Por ello algunos autores 5 han utilizado macromoléculas con 

forma y tamaño predefinido (proteínas, ciclodextrinas, cápsidas de virus…) que 

sean capaces de albergar en su interior un cluster o una nanopartícula metálica y 

que permitan su funcionalización posterior permitiendo por ejemplo la 

vectorización. De esta forma se controla el tamaño de la nanopartícula, puesto que 

estaría limitado por el tamaño propio de la cavidad de la macromolécula y se evita 

aglomeración, debido a que la capa orgánica de la macromolécula aísla el núcleo 



María Belén Fernández López                                                                                                      

 40 

metálico que alberga. Un ejemplo genuino de este tipo de macromolécula lo 

representa la ferritina. 

 

Históricamente la ferritina es la primera proteína que se ha usado como 

plataforma para la síntesis de nanopartículas metálicas.29 La utilización de la 

ferritina como “host” donde albergar una nanopartícula metálica fue desarrollada 

fundamentalmente por el grupo de S. Mann, que fueron capaces de reconstituir de 

forma artificial la ferritina desde la proteína vacía (apoferritina) sintetizando las 

nanopartículas de Fe3O4 (o γ-Fe2O3) (S. Mann, Science 1993, 261, 1286) e incluso 

variaron el material encapsulado generando nanopartículas de óxidos o hidróxidos 

de manganeso y cobalto (S. Mann, J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 8471), 

nanopartículas de sulfuro ferroso (S. Mann. Science, 1995, 269, 54) y CdS (S. 

Mann, Adv. Mater. 1996, 8, 928). 
 

Tras los trabajos de Mann y col. han sido numerosos los trabajos que han 

ido apareciendo mostrando diferentes estrategias basadas en apoferritina/ferritina, 

para la síntesis de nanopartículas metálicas: 30 (a) Algunos de ellos continuaron 

con la dinámica de trabajo del grupo de S. Mann, sintetizando nanopartículas de 

óxidos e hidróxidos de diversos elementos químicos, Cr(OH)3, Ni(OH)3 

(Yamashita, Biotechnol. Bioeng. 2003, 84, 187), Co(O)OH, Co3O4 (Watt, Chem. 

Comm. 2005, 4101), In2O3 (Yoshimura, Nano Lett. 2005, 5, 991). (b) También se 

han sintetizado nanopartículas de azul de Prusia encapsuladas en la apoferritina 

(Domínguez-Vera, Inorg. Chem. 2003, 42, 6983), haciendo uso de la propiedad de 

disociación/autoensamblaje de las subunidades que componen la estructura 

polipeptídica de la ferritina. (c) Se han sintetizado nanopartículas que albergan a 

su vez dos elementos químicos, CoPt (Mayes, IEEE Trans, Magn. 2000, 36, 3009), 

ZnSe (Yamashita, Inorg. Chem. 2005, 44, 6393), Co/Fe (Douglas, J. Am. Chem. 

Soc. 2007, 129, 197). En el caso del ZnSe se observó que las nanopartículas 

solamente se sintetizaban en el interior de la proteína si se adicionaba el Zn2+ 

previamente al Se2-, lo que podría deberse a la capacidad que posee la proteína 

para albergar cationes en su interior gracias al gradiente de potencial negativo que 
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va desde el exterior al interior de la cavidad. (d) Numerosas nanopartículas 

metálicas de Pd (Ueno, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 2527), Cu (Domínguez-

Vera, Dalton Trans. 2005, 2492), Co, Ni (Domínguez-Vera, J. Mat. Chem. 2006, 

16, 2757), se han sintetizado en el interior de la ferritina por preincubación de la 

proteína con la sal metálica correspondiente seguida de una reducción química 

con agentes reductores del tipo NaBH4. 
 

Por tanto como indican los antecedentes bibliográficos la ferritina nos da la 

posibilidad de intercambiar su material interno, permitiéndonos introducir en ella 

otro material inorgánico, diferente al óxido de Fe nativo. Nuestro grupo ha 

desarrollado un método que permite la formación de partículas de metales en el 

interior de la apoferritina (figura 1.12). Este material puede ser por ejemplo, un 

material con propiedades magnéticas que eventualmente puedan ser de mayor 

interés que el del material nativo de la ferritina, como la magnetita o materiales 

ferromagnéticos del tipo Co o Ni. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 1.12. Esquema general de la modificación del material interno de la ferritina. En la parte superior 

se observa un perfil general de cromatografía en una columna del tipo Sephadex G-25. 

 

La estructura de la ferritina pone de manifiesto la existencia en su capa 

externa de grupos aminos de lisinas apuntando al exterior (ver figura 1.5), 

concretamente tres lisinas por cada subunidad. La existencia de los grupos amino 
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terminales de estas lisinas representan químicamente una puerta abierta a la 

funcionalización de la ferritina.  

 

La capacidad de la superficie proteica de la ferritina para formar enlaces 

amida a través de los residuos de lisina ha sido utilizada para su funcionalización 

con anticuerpos,31 unión covalente de biotina y largas cadenas de alquilos. 

También hay algunos ejemplos en los que la capa externa de la ferritina se ha 

funcionalizado a través de los residuos carboxílicos que presenta, mediante la 

unión covalente de largas cadenas de aminas primarias con la formación del 

correspondiente enlace amida,32 obteniéndose así una ferritina hidrofóbica, que 

podría ser transferida de una disolución acuosa a disolventes orgánicos sin 

modificación de la estructura cuaternaria de la ferritina ni agregación entre las 

distintas moléculas de ferritina. 

 

La superficie externa de la ferritina también ha sido utilizada como 

plataforma para la modificación química, por ejemplo mediante la introducción 

genética de un péptido que reconoce específicamente titanio, (RKLPDA), 

confiriéndole a la subunidad de la ferritina cierta afinidad por el titanio metálico.33
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2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

 
 

PUESTA A PUNTO 
 

2.1. Eliminación y reconstitución controlada de hierro de  la ferritina. 
 

Para la preparación de estas nanopartículas se trabajó con una ferritina 

nativa (Ft) suministrada por Sigma-Aldrich (procedente de bazo de caballo).  

 

Para sintetizar la apoferritina (ApoFt) y las ferritinas con distinto contenido 

en Fe se procedió a eliminar el Fe de la ferritina por tratamiento reductivo 1 con 

ácido tioglicólico (TGA/AcONA), que reduce el Fe(III) de la ferritina a Fe(II). La 

reacción correspondiente a este paso es la siguiente: 

 

 

Posteriormente se añadió un agente quelante de Fe(II), el 2,2´-bipiridilo 

(bipy), que se coordina al Fe(II) formando el complejo catiónico, [Fe(bipy)3]2+, 

2Fe3+ + 2HSCH2CO2H               2Fe2+ + HO2CCH2S    SCH2CO2H + 2H+2Fe3+ + 2HSCH2CO2H               2Fe2+ + HO2CCH2S    SCH2CO2H + 2H+
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(figura 2.1). Posteriormente el complejo [Fe(bipy)3]2+ será eliminado de la ferritina 

por simple diálisis, purificando así el sistema. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.1. Reacciones implicadas en el proceso de reducción de la ferritina hasta la obtención de la 

apoferritina.  

 

El número de átomos de Fe que contiene cada muestra se calculó por 

espectroscopia de absorción atómica (AAS) y del valor de la absorción a 280 nm 

en el espectro UV-visible se obtuvo la concentración de la apoferritina               

(ε280 = 427200 M-1 cm- 1).  A partir de la relación entre la concentración molar de Fe 

(obtenida por absorción atómica) y de proteína (según la ley de Lambert-Beer) 

obtenemos el número de átomos de Fe por molécula de ferritina. 

 

Síntesis de la Apoft 
 

Para llevar a cabo la obtención de la ApoFt se preparó una disolución de la 

Ft (1 ml de 38 mg/ml, Sigma-Aldrich lot. 083K7051) en agua bidestilada. La 

muestra se puso a dializar frente a una disolución 0.1 M de TGA/AcONa que 

contiene a su vez 0.1 mg de NaCl y bipy en agua bidestilada, se incubó a 

temperatura ambiente y en agitación durante 24 horas. Tras el periodo de 

incubación la muestra se dializó exhaustivamente frente a agua bidestilada en una 

membrana Spectra/Por Float-A-Lyzer (300 KDa), realizando varios cambios de 

agua, para asegurarnos de que la muestra estaba totalmente libre de Fe(II) lo que 

se comprobó por espectroscopia UV-vis a 280 nm y AAS.  
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Preparación de ferritinas con diferente contenido en Fe (2200-200), mediante 
eliminación reductiva de Fe de la ferritina nativa, Ft1200, Ft500 y Ft200. 
 

Para la preparación de ferritinas con distinto contenido en Fe se partió en 

todos los casos de la Ft comercial (Sigma-Aldrich lot. 083K7051) con un contenido 

en Fe de 2200 Fe/proteína (Ft2200).  

 

La Ft1200 se sintetizó partiendo de una disolución de Ft2200 (1 ml de 38 

mg/ml,) en agua bidestilada y se le añadió 0.1 ml de una disolución 0.1 M de 

TGA/AcONa, 0.3 M de bipy y 0.1 mg de NaCl. Se incubó a temperatura ambiente y 

en agitación durante 1.30 h. Tras el periodo de incubación la muestra se filtró 

cuidadosamente para eliminar el exceso de bipy y posteriormente se dializó 

exhaustivamente frente a agua bidestilada realizando varios cambios de agua. La 

muestra final se recogió y analizó por microscopía electrónica de transmisión 

(TEM) y por absorción atómica (AAS).  

 
 En el caso de la Ft500 partiendo de una disolución de Ft2200 (1ml de 38 

mg/ml, Sigma-Aldrich lot. 083K7051) se realizó el mismo tratamiento que para la 

preparación de la Ft1200, con una única excepción y es que, en este caso, el 

proceso se repitió tres veces para llegar a la cantidad de Fe/proteína deseado, de 

500 Fe/ prot. 

  

Al repetir el proceso explicado en el caso de la Ft500, pero añadiendo un 

cuarto tratamiento con el agente reductor llegamos a obtener la Ft200 (ó MFt) 

 
Ensayo de eliminación de Fe 

 
 Para el ensayo de determinación del Fe liberado desde la ferritina se 

partió de una disolución de ferritina (2 ml, 38 mg/ml; Sigma-Aldrich lot. 083K7051) 

con NaCl 0.15 M y se incubó a temperatura ambiente con una disolución de 

ferrozina (ácido(3-(2-piridil)-5,6-bis(4fenil-sulfónico)-1,2,4-triazina) (2 mM) en 
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tampón 0.1 M TRIS/0.1 M NaCl a pH 7.4. La formación del complejo 

[FeII(ferrozina)3]2+ se siguió en todo el transcurso de la reacción mediante 

espectroscopia UV-vis a 562 nm, fijando el coeficiente de extinción molar a        

ε562 = 27900 M-1 cm-1. Se tomaron 20 ciclos cada 10 minutos en un 

espectrofotómetro visible Thermospectronic UV300 usando como control una 

disolución de ferrozina en tampón 0.1 M TRIS/0.1 M NaCl. Tras estos 20 ciclos la 

reacción llega a un estado de saturación, en el que la absorbancia a 562 nm se 

mantiene constante. En este punto de saturación es en el que se toma el valor de 

absorbancia para calcular el porcentaje de Fe eliminado. Los experimentos se 

realizaron en condiciones aeróbicas. 

  
Preparación de ferritina con 500 átomos de Fe (Ft500 AcHA), mediante 
eliminación de Fe de la ferritina nativa Ft2200 por ácido acetohidroxámico. 
 

 Se preparó una disolución de ferritina de 38 mg/ml (1.5 ml) en tampón 

acetato 0.1 M con un pH final de 5.2. La disolución de ferritina se incuba durante   

1 h y a temperatura ambiente con una concentración final de 100 mM del agente 

quelante, ácido acetohidroxámico (AcHA), condiciones en las cuales se espera 

una concentración de 500 Fe/prot.2 Tras el periodo de incubación la muestra se 

dializó, inicialmente frente a agua bidestilada y posteriormente frente al tampón 

acetato, en una membrana de diálisis Spectra/Por Float-A-Lyzer (100 KDa). 

Mediante AAS se determinó la concentración de Fe/prot en la muestra.  

   

2.2. La homocisteína (H-cys) elimina Fe de la ferritina. 
 

Se llevó a cabo el mismo procedimiento de eliminación de Fe que en el 

caso anterior pero usando un agente reductor presente en el organismo de forma 

natural que está altamente involucrado en el metabolismo del Fe, la Homocisteína 

(H-Cys), que es un aminoácido que se obtiene como catabolito en el metabolismo 

de la L-Metionina (L-Met), aminoácido esencial implicado en la metilación del ADN. 

(remitirse a la figura 1.8 del Capítulo 1) 
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Para la preparación de la Ft1200 con homocisteína como agente reductor 

(Ft1200 H-cys) se partió de una disolución de Ft2200 (1 ml de 38 mg/ml, Sigma-

Aldrich lot. 083K7051) en agua bidestilada y se le añadió 0.1 ml de una disolución 

0.1 M de  H-Cys, 0.3 M de bipy y 0.1 mg de NaCl. Se incubó a temperatura 

ambiente y en agitación durante 1.30 h. Tras el periodo de incubación la muestra 

se filtró cuidadosamente para eliminar el exceso de bipy y posteriormente se 

dializó exhaustivamente frente a agua bidestilada realizando varios cambios de 

agua. La muestra final se recogió y se analizó por TEM y AAS.  

 

 En el caso de la Ft500 (Ft500 H-cys) el tratamiento llevado a cabo fue el 

mismo que para la Ft1200 H-cys, con una única excepción y es que, en este caso, el 

proceso se repitió tres veces para llegar a la cantidad de Fe/proteína deseado, de 

500 Fe/ prot. 

 

Simultáneamente se desarrollaron varios ensayos de eliminación de Fe 

desde la ferritina, usando la H-cys y la L-Met. En cada caso se partió de una 

disolución de ferritina (2 ml, 0.1 mg/ml; Sigma-Aldrich lot.096K70121) con NaCl 

0,15 M y se incubó a temperatura ambiente con una disolución de ferrozina 

(0.01g/2ml, 0.02 M) en agua bidestilada y una disolución de H-cys (0.5 μl, 0.1 M) o 

L-Met (0.5 μl, 0.1 M). La formación del complejo [FeII(ferrozina)3]2+ se siguió en 

todo el transcurso de la reacción mediante espectroscopia UV-vis a 562 nm, 

fijando el coeficiente de extinción molar a ε562 = 27900 M-1 cm-1. Se tomaron 50 

ciclos cada 10 minutos en un espectrofotómetro visible Thermospectronic UV300 

usando como control una disolución de ferritina con ferrozina en iguales 

condiciones que en la muestra. Tras estos 50 ciclos la reacción llega a un estado 

de saturación, en el que la absorbancia a 562 nm se mantiene constante. En este 

punto de saturación es en el que se toma el valor de absorbancia para calcular el 

porcentaje de Fe eliminado. Los experimentos se realizaron en condiciones 

aeróbicas. 
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2.3. Ferritinas de colores: blue-Ft y red-Ft. 
 

Los colorantes utilizados para este ensayo, Remazol Brilliant Blue y 

Reactive Orange 16, se compraron en Acros Organic y se modificaron 

químicamente por eliminación directa de los grupos sulfonatos obteniéndose las 

correspondientes vinil sulfonas (figura 2.2).  

 

 

SO3Na

NH2

HN

O

O

SO2CH2=CH2

NN

HO

SO3NaH2C=H2CO2S

H3COCHN        
 

 

 

Figura 2.2. Estructura de las vinil sulfonas de los colorantes comerciales Reactive Orange 16 y 

Remazol Brilliant Blue. 

 
Preparación de los colorantes  
 

Se disolvieron 2 g de Remazol Brilliant Blue comercial en agua (40 ml) y 

NaOH (1 M, 1.45 ml) para llegar a un pH de trabajo de 11.4. La reacción se realizó 

a temperatura ambiente, con un tiempo de incubación de 3 h. Posteriormente se 

añadió HCl (5%) hasta un valor de pH 7.6. Esta disolución se mantuvo durante 

toda la noche a 4ºC y el precipitado formado se recuperó por filtración, que 

posteriormente se lavó con agua y etanol (75%). El sólido obtenido se secó a 

vacío y 60ºC. El rendimiento obtenido fue del 79%.  

 

Reactive Orange 16 
(rojo) 

Remazol Brilliant Blue 
(azul) 
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El derivado del Reactive Orange 16 se obtuvo por un procedimiento similar 

al explicado para el Remazol Brilliant Blue.  

 

Dicha reacción la realizó la Dra. Julia Morales, perteneciente al grupo de 

Carbohidratos dirigido por el Profesor D. Francisco Santoyo del Departamento de 

Química Orgánica de la Universidad de Granada. 3 

 
Síntesis: blue-Ft y red-Ft  

 

Trabajamos con una solución de ferritina comercial de bazo de caballo 

(Sigma lot. 083K7051, 2000 Fe/ferritina, 76 mg/ml). Se preparó una solución de la 

ferritina comercial, 2 ml de 1 mg/ml en tampón HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)-1- 

piperazín-etano-sulfónico) pH 8, que se hizo reaccionar con 5 mg del colorante en 

cuestión, lo que suponía un gran exceso del colorante, de aproximadamente 500 

equivalentes con respecto a la ferritina, y se incubó durante 24 h a temperatura 

ambiente. 

 

Tras la reacción de la proteína con los reactivos, el exceso de colorante se 

eliminó por diálisis exhaustiva usando membranas de diálisis de un determinado 

tamaño de poro (Spectrapor 100 kDa, SpectrumLabs) frente a agua milli-Q durante 

2 días, haciendo cambios de agua cada 6 h. Las soluciones resultantes se 

cromatografiaron por exclusión de tamaño en columnas Sephadex G-25, para 

eliminar el resto de colorante no unido covalentemente y se recuperaron las 

fracciones que contenían proteína. 3 

 

2.4. Deposición de la ferritina sobre superficies de oro 
 

Formación de la superficie SPDP-Au 
 

Previamente a la deposición la superficie de oro (suministrada por 

Arrandee company) se sometió a un proceso de lavado. Dicha superficie se 
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sumergió en una disolución de ácido sulfúrico, H2SO4:H2O2 (3:1) durante 10 

minutos y posteriormente se realizaron varios lavados con agua bidestilada (5 ml) 

y se sonicó durante 5 minutos (680 W, 20ºC), finalmente las placas de oro se 

secaron durante 1 minuto con una corriente de argón. Antes de incubar la 

superficie de oro con SPDP se secó con corriente de argón y se hizo un control 

mediante medida de AFM (microcopio de fuerza atómica) para comprobar que 

estaba limpia. 

 

Cuando la placa de oro estaba lista se trató con el SPDP (N-succinimidil-3-

(2-piridil-ditio) propionato. Para ello la placa de oro se sumergió en una disolución 

de SPDP en metanol (10 mM) durante 5 minutos, y el exceso de SPDP que no 

había reaccionado se eliminó al realizar varios lavados con metanol (3 lavados de 

1ml de metanol), posteriormente se secó durante 1 minuto con una corriente de 

argón.  

 

Este estudio se realizó en el laboratorio del Profesor D. Félix Zamora, del 

Departamento de Química Inorgánica de la Universidad Autónoma de Madrid.    

 
Deposición de la Ft sobre la superficie SPDP-Au (Ft+SPDP-Au) 

 

Se preparó una disolución de ferritina 1 mg/ml en agua (Sigma-Aldrich, lot. 

083K7051, 76 mg/ml) en la cual se sumergió la superficie de oro tratada con 

SPDP. La incubación se hizo a dos tiempos distintos, 1 y 3 h. El exceso de ferritina 

que no había reaccionado se eliminó mediante varios lavados de la placa de oro 

con agua bidestilada (3 lavados con 1 ml de agua milli-Q cada uno). 

Posteriormente con corriente de argón se secaron las placas de oro para poder 

hacer las medidas de AFM.  
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Deposición de la Ft-SPDP sobre la superficie de Au (Ft-SPDP+Au) 
 

Se partió de una disolución de Ft 1 mg/ml (Sigma-Aldrich, lot. 083K7051, 

76 mg/ml) en PBS 8.0 y se incubó durante 24 h con una disolución de SPDP      

(20 mM, 1 ml). La disolución resultante se dializó exhaustivamente frente a agua 

bidestilada (Milli-Q) para eliminar el SPDP que no había reaccionado. 

 

La superficie de oro lavada se sumergió en la disolución de Ft-SPDP       

(1 mg/ml), tras 3 h de incubación la superficie se lavó con agua bidestilada (1 ml x 

3 veces) y finalmente se secó bajo un flujo de argón antes de realizar la 

visualización por AFM. 

 
Deposición Ft-Au 

 

Se preparó una disolución de ferritina 1 mg/ml en agua bidestilada (Sigma-

Aldrich, lot. 083K7051, 76 mg/ml). Se hicieron distintos ensayos de deposición a 

diferentes tiempos de incubación sobre placas de oro lavadas con metanol pero 

que no habían sido tratadas con SPDP. Tras el tiempo de incubación al igual que 

en los casos anteriores las placas de oro se lavaron con agua bidestilada (3 

lavados con 1 ml de agua milli-Q cada uno), para eliminar el exceso de producto 

que no hubiese reaccionado y posteriormente se visualizaron por AFM. 

 

Los estudios de AFM se realizaron en colaboración con el Profesor D.Julio 

Gómez-Herrero, del Departamento de Física de la Materia Condensada, de la 

Universidad Autónoma de Madrid. 

 

2.5. Ferritinas fluorescentes: Ft-NBD (7-(2-hidroxi)-4 nitrobenzofurano) 
 

Para dicha funcionalización hemos utilizado el 7-(2-hidroxi)-4-

nitrobenzofurano perteneciente a la familia de los fluoróforos 7-X-4-nitro-2, 1, 3, 

benzofurazano (NBD-X). 
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Síntesis del NBD 

 

El fluoróforo fue preparado por la Dra. Julia Morales del grupo de 

Carbohidratos dirigido por el Profesor D. Francisco Santoyo del Departamento de 

Química Orgánica de la Universidad de Granada.4 

 

 
Figura 2.3. Estructura de los fluoróforos NBD-X 
 
Síntesis del conjugado Ft-NBD 
 

Se trabajó con una solución de ferritina de bazo de caballo (Sigma lot. 

083K7051, 2000 Fe/ferritina) en tampón HEPES 0.05 M pH 8.0, y se incubó con    

7 mg de NBD-OCH2CH2OH, lo que se corresponde con un exceso molar de 160 

fluoróforos con respecto al número total de residuos de lisina (72 lys) que expone 

la proteína en su superficie externa. La incubación se llevó a cabo a diferentes 

tiempos, 2, 8, 14, 18, 24, 48 y 72 h, siempre a temperatura ambiente y en 

agitación. El exceso de fluoróforo se eliminó por diálisis usando las membranas de 

Spectrapor con 100 kDa de tamaño de poro (SpectrumLabs). La diálisis se hizo 

frente a agua milli-Q durante 2 días, con cambios de agua cada 6 h.  

 

Para la preparación de las muestras con apoferritina se llevó a cabo un 

procedimiento similar. 

 
 

O

X

NO2

N

N

X=F,Cl
X=OCH2CH2OH  
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Estudio del conjugado NBD-lisina 

 

Se incubaron 1.4 ml de una disolución 5.7x10-3 M de NBD-OCH2CH2OH 

con 1 ml de la disolución 0.5 M de lisina, que previamente había sido tratada 

con NaHCO3 (125 mg). La incubación se realizó a temperatura ambiente y a  

pH 8. La formación del complejo NBD-lisina se siguió por espectroscopia 

visible (Thermospectronic UV300 spectrophotometer) tomando espectros en un 

rango de 210-600 nm. Al cabo de 3h, cuando no se observaba ningún cambio 

en el espectro UV-Vis se consideró que la reacción había finalizado. A partir 

del valor de absorbancia a 475 nm y conociendo la cantidad de fluoróforo 

inicial se calculó el coeficiente de extinción molar del NBD, siendo este de 

23000 M-1 cm-1.  

 

2.6. Fluorescence Energy Transfer (FRET): Ft-AF350, Ft-AF430 y             
Ft-AF350-AF430 
 
Síntesis Ft-AF350 

 

A partir de la disolución de ferritina comercial de bazo de caballo (Sigma 

lot. 083K7051, 2000 Fe/ferritina), se preparó una disolución, 2 ml de 1 mg/ml, en 

tampón HEPES pH 8, que se hizo reaccionar con 0.4 mg del derivado succinimidil 

éster del Alexa Flúor 350 (AF350, figura 2.4) y se incubó durante 5 h a 

temperatura ambiente protegiéndolas de la luz. Se trabajó con un fuerte exceso 

del succinimidil éster Alexa Flúor 350 con respecto a la ferritina, de 

aproximadamente 300 equivalentes. El exceso de alexa se eliminó por diálisis 

exhaustiva y cromatografía, de igual modo que en los casos anteriores.  
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Figura 2.4. Estructura del Succinimidil éster Alexa Flúor 350 

 

De igual manera se llevó a cabo la incubación del succinimidil éster Alexa 

Flúor 350 con la apoferritina (Sigma lot. 034K70131, 53 mg/ml).                                                              

 

Síntesis Ft-AF430 

 

El procedimiento llevado a cabo para la incubación del succiminidil éster 

del fluoróforo Alexa Flúor 430 (AF430, figura 2.5) es idéntico al que se siguió para 

el fluoróforo succinimidil éster Alexa Flúor 350, tanto para la ferritina como para la 

apoferritina.   

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 2.5. Estructura del Succinimidil éster Alexa Flúor 430 
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Preparación del conjugado Ft-AF350-AF430 
 
Se prepararon distintas soluciones de ferritina (2 ml de 1 mg/ml) partiendo 

de las disoluciones comerciales de igual forma que en el caso anterior, y se 

incubaron con distintas cantidades de ambos fluoróforos, probando las 

proporciones molares 1:1, 1:2, 1:3, 1:5 y 1:10 (AF350:AF430). También se probó 

un amplio rango de tiempos de incubación que van desde las 3 h a las 24 h. La 

incubación siempre se realizó en oscuridad y a 4ºC.  

 

 El exceso de los alexas flúor se eliminó al igual que en el caso en el que 

únicamente adicionábamos uno de los fluoróforos a la proteína, por diálisis 

exhaustiva y posterior cromatografía por exclusión de tamaño, recuperándose las 

fracciones que contienen la proteína. 

 

Este mismo procedimiento se lleva a cabo para las muestras realizadas 

con apoferritina (Sigma lot. 055K7012, 66 mg/ml).                                                                                    

 
Reconstitución de la proteína a partir de ApoFt-AF350 y ApoFt-AF430 
(RApoFt-AF350-AF430) 

 
Partiendo de una solución de apoferritina comercial (Sigma lot. 055K7012, 

66 mg/ml) se prepararon dos disoluciones de 2 ml con una concentración de         

1 mg/ml, en HEPES 8. Cada una de estas disoluciones se incubó separadamente 

con únicamente uno de los fluoróforos. La muestra ApoFt-AF350 se incubó con   

0.4 mg del fluoróforo succinimidil éster Alexa Flúor 350 y la otra muestra, ApoFt-

AF430, se incubó con 1.3 mg de succinimidil éster Alexa Flúor 430. El tiempo de 

incubación en ambos casos fue de 3 h y la incubación se hizo a 4ºC y protegidas 

frente a la luz. El exceso de fluoróforo de cada una de las muestras se eliminó por 

diálisis exhaustiva frente a agua milli-Q durante 2 días, haciendo cambios de agua 

cada 6 h. 
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Se recuperaron las disoluciones dializadas y el pH se llevó a 2 mediante 

diálisis frente a HCl 0.1 M (15 min de diálisis). Una vez que ambas muestras 

ApoFt-AF350 y ApoFt-AF430 estaban a pH 2, se mezclaron durante 30 minutos. A 

continuación, se volvió a subir el pH a 8, por diálisis de la muestra frente a HEPES 

8.0 durante 3 h, para asegurar la reconstitución de la proteína. Es conveniente 

recordar que estudios previos han demostrado que la proteína a pH límite, pH 2, 

se desnaturaliza rompiéndose en sus 24 subunidades y que cuando volvemos a 

subir el pH a un pH fisiológico, con un rango comprendido entre 7.4-8 la proteína 

se renaturaliza volviendo a su configuración nativa. 5 

 

En este ensayo la cantidad final de los fluoróforos en la partícula 

reconstituida se corresponde con una proporción molar 1:2 entre los dos 

fluoróforos (AF350:AF430). 

 

2.7. Modificación del núcleo metálico de la ferritina 
 
Síntesis Apo-Cu(0) 
 

La apoferritina comercial de bazo de caballo (4·10-5 mmol; Sigma–Aldrich, 

lot. 055K7012) se incubó con el ión metálico, Cu(II) (0.1 M CuSO4, 0.1 mmol), el 

pH fue continuamente ajustado a 8 con NaOH 0.01 M. Se obtuvo una disolución 

azul que se dializó exhaustivamente frente a agua bidestilada y posteriormente se 

cromatografió por cromatografía de exclusión de tamaño (G-25 Sephadex). A las 

fracciones de la cromatografía que contenían la proteína y Cu, se le adición un 

agente reductor (4 mg NaBH4), produciéndose un viraje del color de la solución de 

azul a negro debido al paso del Cu(II)-ApoFt a Cu(0)-ApoFt. La disolución final fue 

dializada frente a agua bidestilada y a 4ºC.6  

 

Todas las disoluciones fueron previamente desgasificadas y la reacción se 

llevó a cabo en una caja seca en atmósfera de argón. 
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Estudio de eliminación del Cu (II) desde la apoferritina 
 

La disolución de Cu(II)–ApoFt (1.5 ml, con una concentración de Cu 

3.8·10–4 M) y la disolución del tetra-p-tosilato de  5,10,15,20-tetrakis 

(4(trimetilamino) fenil)-21H,23H-porfirina (TTMAPP, 0.1 ml, 1·10–3 M) se incubaron 

juntos a dos temperaturas (25 y 40 °C) en una cubeta de cuarzo específica para  

la espectroscopia UV/Vis.  

 

La formación del complejo Cu(II)–TTMAPP en el transcurso de la reacción 

se siguió mediante espectroscopia UV/Vis (Thermospectronic UV300) a 432 nm, 

usando como control una disolución de Cu(II)–ApoFt idéntica a la utilizada para la 

preparación de la muestra. Se realizaron 20 ciclos, uno cada 10 minutos, que no 

mostraron cambios significativos con respecto al de partida, poniendo de 

manifiesto que el ligando TTMAPP no compleja Cu(II) del sistema Cu(II)-ApoFt.  

 

2.8. Nanopartículas decorando nanopartículas: MFt-QD525, MFt-QD655, 
MFt-QD800 
 

Los quantum dots (QD525, QD655, QD800) se compraron en la casa 

comercial Invitrogen. Los quantum dots están recubiertos por un polímero 

funcionalizado con grupos carboxílicos, que serán los que reaccionarán con el 

grupo amino de la ferritina. Los residuos carboxílicos de los QDs deben activarse 

con EDC (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida). 20 μl de la solución stock 

del QD comercial (8 mM) se incubaron con 10 μl de una disolución stock de EDC 

(10 mg/ml en agua bidestilada) durante 30 min para su activación.  

 

A la solución de MFt200 o Ft200, 2 ml 1 mg/ml, en tampón PBS (preparada 

como se especifica en el apartado 2.1) se le adicionó la mezcla anterior del QD y 

se dejó incubando durante 24 h en agitación y a 4ºC. Posteriormente la muestra se 

purificó en una columna de cromatografía por exclusión de tamaño (Sephacryl 5,5 
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cm x 1,5 cm de lecho, Sigma) con el fin de eliminar el exceso de producto que no 

hubiese reaccionado. 
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INSTRUMENTACIÓN 
 
Diálisis 
 

La diálisis es un método de purificación, cuyo fundamento se basa en el 

transporte pasivo de solutos a través de membranas semipermeables, 

concretamente es el paso de solutos desde una disolución de mayor 

concentración a otra de menor concentración.  

 

La diálisis es el proceso de separar las moléculas en una solución por la 

diferencia en sus índices de difusión y tamaño a través de una membrana 

semipermeable.  

 

 Las bolsas de diálisis utilizadas se compraron a Spectrum Laboratories. 

Las  membranas de diálisis son del tipo Spectra/Pro Float-A-Lyzer; consisten en 

una membrana de éster de celulosa con un poro de 100 KDa. Este tipo de bolsas 

de diálisis son utilizadas para la separación de productos biológicos con alta 

pureza, como pueden ser proteínas, péptidos, anticuerpos, DNA, etc. También son 

ampliamente utilizadas para purificación porque eliminan moléculas contaminantes 

de bajo peso molecular, permiten la eliminación de sales y permiten cambios de 

soluciones tampones. 

 

La solución impurificada que contiene varios tipos de moléculas se 

introduce en la bolsa semipermeable de diálisis y se coloca en un envase con una 

solución tampón o agua bidestilada (milli-Q). Las moléculas lo suficientemente 

pequeñas como para pasar a través de los poros (a menudo agua, sales y otras 

moléculas pequeñas) tienden a moverse hacia adentro o hacia afuera de la bolsa 

de diálisis en la dirección de la concentración más baja. Aquellas moléculas que 

poseen un mayor peso molecular (a menudo proteínas, ADN, o polisacáridos) y 

que por tanto tienen dimensiones mayores al diámetro del poro son retenidas 
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dentro de la bolsa de diálisis. Permitiéndonos así la purificación de la muestra sin 

pérdida alguna de producto. 

 

Figura 2.6. Proceso de diálisis 
 
Cromatografía por exclusión de tamaño 

 

La cromatografía es una técnica que permite la separación de moléculas 

diferentes presentes en una misma muestra. El método está basado en la 

circulación de una fase móvil, que eluye la muestra a separar, a través de una fase 

estacionaria. Dependiendo de la afinidad relativa que por ambas fases tengan los 

distintos compuestos presentes en la mezcla resultará su separación. En la 

cromatografía de exclusión por tamaño (llamada a veces columna de filtración en 

gel) la separación se lleva a cabo por diferencias en el tamaño molecular y la 

habilidad de las diferentes moléculas para penetrar en los poros de la fase 

estacionaria. 

 

 

tampón 

bolsa de 
diálisis 

inicio de la diálisis equilibrio final de la diálisis 
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Los elementos básicos de una columna de cromatografía por exclusión de 

tamaño son la fase estacionaria y la fase móvil: 

 

· La fase estacionaria, está formada por un sólido poroso soportado en el 

interior de una columna de plástico o vidrio. La matriz de la columna esta 

formada por un polímero entrecruzado que puede ser de varios tipos: 

dextranos con enlaces cruzados (sephadex), agarosa (sepharose, Bio-gel 

A), poliacrilamida (Bio-gel B), etc. Todos estos geles (fase estacionaria) se 

hallan constituidos por gránulos (partículas) de un material esponjoso 

hidratado, que contiene poros con un tamaño de diámetro determinado. 

 

· La fase móvil se encuentra formada por la solución que lentamente va 

atravesando la fase estacionaria. La solución que sale al final de la 

columna se reemplaza constantemente por nueva solución que se 

suministra por la parte superior de la columna.  

 

La muestra que se va a separar se coloca en una capa sobre la parte 

superior de la columna y se permite que lentamente se introduzca en el interior de 

la matriz sólida mientras se añade nueva solución tampón por la parte superior de 

la columna. La solución heterogénea forma una banda dentro de la fase móvil que 

inicialmente corresponde a la anchura de la banda de muestra aplicada sobre la 

columna. Conforme los solutos a separar migran a través de la columna, su 

avance se encuentra retardado en diferente grado por las interacciones 

diferenciales que cada uno de ellos pueda ejercer con la fase estacionaria. 

 

Cuando se hace pasar una mezcla de moléculas de distinto tamaño, a 

través de una columna de filtración en gel, aquellas moléculas con un tamaño 

mayor que el diámetro de los poros de las partículas, sólo podrán moverse en su 

camino, a través de la fase estacionaria, en el espacio que queda entre las 

partículas ya que son demasiado grandes para introducirse en los poros de las 

partículas de polímero, y por lo tanto, no se verán retrasadas en su descenso. En 
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cambio aquellas moléculas capaces de penetrar en las partículas se verán 

retrasadas por la fase estacionaria, ya que tienen que atravesar los laberintos que 

se encuentran en el interior de las partículas de polímero en su marcha a lo largo 

de la columna, en mayor medida, cuanto menor sea su tamaño. Por lo tanto, las 

moléculas eluyen en este tipo de cromatografía por orden decreciente de tamaño 

molecular. 

 
 
Figura 2.7. Proceso de cromatografía por exclusión de tamaño 

 

La cromatografía de exclusión por tamaño se usa generalmente para las 

separaciones preparativas de macromoléculas de origen biológico, así como para 

la purificación de polímeros orgánicos sintéticos. 

 

Espectroscopia UV-visible 
 

Las medidas de UV-visible se realizan en un espectrofotómetro 

Thermospectronic UV300. Estas medidas nos permiten monitorizar la proteína en 

todo momento ya que presenta una banda de absorción muy característica a    
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280 nm. Aunque en el caso de la ferritina posee una segunda banda anchísima 

que alcanza hasta el visible, a 400 nm. De igual forma podemos controlar la 

presencia de fluoróforos y colorantes en la muestra. 

 

La cantidad de moléculas de colorante unidas por proteína se determina 

mediante los valores de absorbancia a 495 y 596 nm, para el colorante rojo y azul, 

respectivamente, ya que en esta zona no hay contribución de la proteína, que es 

monitorizada a 280 nm. Los coeficientes de extinción molar para cada uno de los 

colorantes utilizados, son 10000 M-1 cm-1 para el colorante rojo y 21000 M-1 cm-1 

para el azul.  

 

Para el NBD los datos de absorbancia se toman a 475 nm (estos valores 

se corrigen sustrayéndole el espectro original de la ferritina, ya que a esta longitud 

de onda la proteína tiene una pequeña contribución a aproximadamente 400 nm). 

El coeficiente de extinción molar usado es el calculado a partir de la incubación de 

NBD con la lisina, 23000 M-1 cm-1. 

 

En el caso de los fluorórofos pertenecientes a la familia alexa, las medidas 

de absorbancia se toman a 350 y 430 nm, para el Alexa Flúor 350 y Alexa Flúor 

430, respectivamente. Se realiza la debida corrección de estos valores de 

absorbancia. Los valores del coeficiente de extinción molar usados para cada uno 

de los fluoróforos han sido los publicados en la bibliografía: 19000 M-1 cm-1 para el 

Alexa Flúor 350 y 16000 M-1 cm-1 para el Alexa Flúor 430.7  

 

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) 
 

 Es un método analítico basado en la separación de sustancias cargadas 

al aplicar un campo eléctrico, aquellas partículas cargadas positivamente 

(cationes) migrarán hacia el cátodo y las cargadas negativamente (aniones) hacia 

el ánodo. 
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La electroforesis nativa se hace en gel de poliacrilamida (PAGE) sin uso 

de ningún tipo de desnaturalizante, para evitar el desensamblaje de la proteína en 

sus 24 subunidades. Se prepara un gel con dos fases siguiendo el protocolo de 

Lammeli, que comprende un gel concentrador (stacking gel) en el que se cargan 

las muestras [4% de acrilamida 0.125 M, Tris 0.5 M pH 6.8, 0.1% TEMED 

(N,N,N`,N`- tetrametilendiamina), 0.05% de persulfato amónico] y un gel separador 

(separating gel) [7,5% de acrilamida 0.375 M, Tris 1.5 M pH 8.8, 0.05% TEMED 

(N,N,N`,N`- tetrametilendiamina), 0.05% de persulfato amónico]. La electroforesis 

se corre a 200V durante 4h con polaridad cátodo-ánodo convencional en una 

cubeta de electroforesis del tipo PROTEAN II xi Cell (BIORAD). 

 

En cada pocillo se cargan 50 µl donde está la muestra diluida en un 

tampón de carga que contiene 1.0 ml de Tris 0.5 M a pH 6.8, 0.8 ml glicerol al 

99%, 0.4 ml de azul de bromofenol 0.05% y 3.8 ml de agua bidestilada. 

 

El gel se tiñe con Azul de Coomasie Brilliant Blue R250 que marca la capa 

proteica (0.1% del fijador en una mezcla agua/metanol/ácido acético glacial, 40% 

MeOH, 10% HOAc) durante 30 minutos y posteriormente se destiñe con una 

solución agua/metanol/ácido acético glacial (40% MeOH, 10% HOAc), se realizan 

varios cambios de la solución decolorante durante 2 h-3 h. 

 
Espectroscopia de fluorescencia 

 

Los espectros de fluorescencia, emisión y excitación, se toman en un 

espectrofotómetro Cary Eclipse (ELO7023675). Todos los espectros se toman a 

temperatura ambiente.  

 

En el caso de NBD los espectros de emisión se toman excitando las 

muestras a 470 nm, puesto que en el espectro de excitación se encuentran dos 

picos, un máximo centrado a 485 nm con un hombro a 475 nm, la anchura de 

rendija usada es de 5 y 10 nm para el monocromador de excitación y emisión 
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respectivamente. En el caso de los espectros de excitación la emisión se fija a una 

longitud de onda de 542 nm, ya que el espectro de emisión del NBD muestra un 

único máximo alrededor de 550 nm, con una anchura de rendija de 10 y 5 nm, al 

igual que en el caso anterior. 

 

Los datos del espectro de fluorescencia recopilados en la bibliografía 7 

para el Alexa Flúor 350 indican que el máximo de excitación se centra a 346 nm y 

el de emisión a 442 nm. A la hora de tomar el espectro de emisión la muestra se 

excita a 327 nm con un ancho de rendija de 5 y 10 nm para el monocromador de 

excitación y emisión respectivamente. Y para el espectro de excitación la emisión 

se fija en un rango de 400 a 600 nm, también con anchuras de rendija de 10 y 5 

nm, respectivamente. 

 

En el caso del Alexa Flúor 430, cuyo máximo de excitación se encuentra a 

434 nm y el de emisión a 531 nm, el espectro de emisión se toma excitando la 

muestra a 425 nm con una anchura de rendija de 5 y 10 nm para el monocromador 

de excitación y emisión respectivamente. Y el espectro de excitación se toma 

fijando la emisión a un rango de longitud de onda comprendido entre 440 y 600 

nm, siendo las anchuras de rendija de 10 y 5 nm, respectivamente.  

 

Los quantum dots (QD) son semiconductores y debido a su tamaño 

nanométrico presentan unas características especiales en la fluorescencia, y es 

que tienen un rango de excitación muy amplio y un espectro de emisión muy 

estrecho. En este caso la longitud de onda elegida para excitar cada uno de los 

quantum dots es la misma y se corresponde con 340 nm, con un ancho de rejilla 

de 5 y 5 nm para el monocromador de excitación y emisión respectivamente. Y 

para los espectros de excitación la emisión se fija en un rango de 400 a 900 nm, 

también con anchuras de rendija de 5 y 5nm, encontrándose los máximos 

centrados a 525 nm, 655 nm y 800 nm para los QD525, QD655 y QD800 

respectivamente.  
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Espectroscopia de absorción atómica (AAS) 
 

Para las medidas de Espectroscopia de Absorción Atómica en el caso de 

las muestras de Cu en las que la concentración de partida de la proteína es de 5 

mg/ml, se toman 0.4 ml de la muestra y los llevamos hasta 4 ml en agua 

bidestilada (dilución 10). Mientras que para las muestras de Fe en las que la 

concentración de partida de la proteína es de 38 mg/ml se hace una dilución 100, 

tomando 0.05 ml de la muestra que se llevan a 5 ml de agua bidestilada con el 

objeto de que el rango de concentración de metal medido en ppm (partes por 

millón) entre dentro del rango medible por el espectrómetro de absorción atómica.  

 

Las medidas se realizan en un espectrómetro de absorción atómica 

PERKIN ELMER mod.5100 con una cámara de grafito PERKIN ELMER mod. 5100 

ZL ZEEMAN 

 

Estas medidas se realizan en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada 

 
Medidas de magnetismo (SQUID) 

 

 El estudio de las propiedades magnéticas de las muestras se realiza 

mediante un magnetómetro tipo SQUID ("Superconducting Quantum Interference 

Device") de la marca Quantum Design. Este equipo es un sofisticado instrumento 

analítico configurado específicamente para el estudio de la magnetización (M) y la 

susceptibilidad (χM) de muestras sobre un amplio rango de temperaturas (de 1.9 K 

a 400 K) y campos magnéticos (de 5 T a –5 T). Además, la gran sensibilidad del 

magnetómetro SQUID permite determinar la susceptibilidad magnética con apenas 

unos miligramos de muestra.  

 

Las muestras utilizadas en este tipo de medidas deben ser previamente 

liofilizadas, usando un liofilizador del tipo CRYODOS-50. Para ello se congela la 
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muestra con nitrógeno líquido y se liofilizan durante 24 horas a una temperatura 

del condensador de - 50ºC y bajo un vacío de 7×10-2 mbar. Posteriormente las 

muestras se molturan y pesan, puesto que las medidas obtenidas en el SQUID 

deben referirse a una unidad de masa (emu/g) o de volumen (emu/cm3). 

 

En esta tesis se han llevado a cabo principalmente dos tipos de medidas 

magnéticas: 

 

Curvas de magnetización a campo cero (ZFC) y a campo no nulo (FC) 

 

 Los datos obtenidos de las medidas de magnetización a campo cero (zero 

field-cooling) y campo no nulo (field cooling) evalúan la dependencia de la 

susceptibilidad magnética de los materiales con la temperatura (figura 2.8). Esta 

medida se utiliza normalmente para determinar la llamada temperatura de bloqueo 

(TB). Las medidas de magnetización ZFC-FC son llevadas a cabo de la siguiente 

manera:  

 

Para la curva ZFC la muestra primero se enfría en ausencia de campo 

magnético externo desde temperatura ambiente hasta una temperatura baja 

normalmente 2 K. Entonces se aplica un campo magnético y la magnetización en 

función de la temperatura se mide durante el proceso de calentamiento hasta 

temperatura ambiente. 

 

La curva FC se obtiene midiendo la magnetización cuando la muestra se 

enfría en el mismo campo magnético antes aplicado para la ZFC. 

 

 En las medidas ZFC los dipolos magnéticos de la muestra están 

ordenados al azar a temperatura ambiente y permanecen así después del 

enfriamiento. A baja temperatura los dipolos no tienen energía térmica suficiente 

para rotar pero cuando se incrementa la temperatura los dipolos magnéticos se 

orientan en dirección al campo resultando en un incremento del momento 
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magnético. En las medidas FC los dipolos están alineados a temperatura ambiente 

y son enfriados en este estado. Posteriormente, cuando se hace subir la 

temperatura, esta proporciona la energía para que los momentos magnéticos 

vuelvan a orientarse al azar dando como resultado una disminución del campo. La 

temperatura que corresponde al punto más alto del pico de la curva ZFC es la 

temperatura de bloqueo TB y depende del volumen de la partícula,  su anisotropía 

y su orientación con respecto al campo aplicado. Por debajo de esta no hay 

energía térmica suficiente para que los dipolos magnéticos se orienten al azar y el 

material se comporta como ferromagnético o ferrimagnético. Por encima de ella sí 

hay suficiente energía térmica, los dipolos se orientan al azar comportándose el 

material como paramagnético o superparamagnético. Si esta temperatura coincide 

con la temperatura de separación de las ramas ZFC y FC significa que las 

partículas son muy homogéneas, pero si no coincide, nos indica que existe una 

distribución de barreras de energía que puede estar relacionado con tamaño de 

partícula, cristalinidad, etc. Si cuando nos desplazamos hacia temperaturas mas 

bajas la rama FC no permanece horizontal, sino que sube nos indica que no existe 

mucha interacción entre las partículas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 2.8. Ejemplo de una curva ZFC-FC. 

 

TB 
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 En nuestro caso las medidas se realizaron en el rango de temperaturas 

comprendido entre 2-300 K y aplicando un campo constante de 50 G o 0.005 T. 

 

Curva de Histéresis 

 

 Las curvas de magnetización indican la variación de la magnetización 

(también llamada imanación o imantación) cuando se aplica un campo magnético 

(figura 2.9). Se basan en métodos inductivos, concretamente en la medida de la 

tensión inducida en un sistema de bobinas detectoras cuando varía el flujo 

magnético que la atraviesa según la ley de Faraday. 

 

Los parámetros magnéticos que podemos determinar a partir de estos ciclos son: 

 

· La magnetización a saturación (MS), que es la magnetización de un 

material cuando todos sus momentos magnéticos bipolares están 

alienados a lo largo del campo magnético aplicado. 

 

· La magnetización remante (MR), que es la parte de la inducción 

magnética que queda en el núcleo cuando el campo que realizó dicha 

inducción es nulo, es decir, la magnetización de la muestra a campo 

magnético cero después de que haya llegado a la Ms. 

 

· La coercitividad magnética (HC), que es la fuerza del campo magnético 

necesaria para eliminar la magnetización remanente del material. 

 

 La magnetización de saturación es una propiedad intrínseca que depende 

del tipo de material, mientras que la magnetización remanente, la coercitividad y la 

susceptibilidad magnética son propiedades extrínsecas, que dependen del campo 

y de la preparación de la muestra y varían enormemente con el tamaño y la forma 

de las partículas, la rugosidad superficial, porosidad, cristalinidad, presencia de 

impurezas, exceso de agua, etc. 
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 Las curvas de magnetización están originadas a partir de barreras de 

energías locales que surgen como consecuencia de la anisotropía intrínseca de 

las partículas. Esta anisotropía determinará el mecanismo a través del cual tiene 

lugar la saturación y posterior inversión de la magnetización, y consecuentemente, 

los valores de los parámetros característicos de esta curva. Cada curva 

caracteriza perfectamente a cada tipo de material magnético y nos permite deducir 

su comportamiento. 

 
 

Figura 2.9. Curva de histéresis típica, dónde se indican HC, HS y MR 

 

 En nuestro caso los ciclos de histéresis se llevaron a cabo a una 

temperatura constante de 2 K y variando el campo desde +5 T a -5T.  

 

Estas medidas se realizan en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. 

 

Difracción de RX en polvo (XRD) 
 

Las medidas de XRD se realizan en un difractómetro BRUKER D8 

ADVANCE usando radiaciones de CuKα con unas medidas de 0,08º 2θmin-1. 
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Estas medidas se realizan en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. 

 
Microscopia electrónica de transmisión (TEM) 

 

Las muestras usadas para los estudios TEM se preparan depositando una 

gota de la muestra sobre una rejilla de carbón revestida con Cu (carbon  coated 

Cu grid) y secada al aire y a temperatura ambiente. Las micrografías electrónicas 

se toman en un Microscopio Electrónico de Transmisión (Philips CM-20HR) a 200 

keV. 

 

Estas medidas se realizan en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. 

 

Microscopia confocal de fluorescencia. 
 

El microscopio de fluorescencia es una variación del microscopio de luz 

ultravioleta en el que los objetos son iluminados por rayos de una determinada 

longitud de onda. El sistema óptico del microscopio confocal de fluorescencia, no 

ilumina toda la preparación a la vez, sino que en cada momento sólo ilumina un 

pequeño punto a una cierta profundidad de la muestra. Para ello se necesitan 

fuentes luminosas de gran potencia, habitualmente haces láser, cuya luz pasa a 

través de un diafragma. La imagen observada es el resultado de la radiación 

electromagnética emitida por las moléculas que han absorbido la excitación 

primaria y reemitido una luz con mayor longitud de onda. Para dejar pasar sólo la 

emisión secundaria deseada, se deben colocar filtros apropiados debajo del 

condensador y encima del objetivo. Se usa para detectar sustancias con 

autofluorescencia (por ejemplo la vitamina A) o sustancias marcadas con 

fluorocromos. 
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Las muestras se depositaron sobre portas tratados con poli-L-lisina: 

cuando la muestra es depositada en el porta éste se sella y se deja secar durante 

unos minutos a temperatura y atmosfera ambiente. 

 

Las imágenes del conjugado QDs-MFt se obtuvieron usando un 

microscopio confocal del tipo Leica (DMI6000) equipado con un rango de láseres 

que  barren el espectro UV-visible: diodo azul (405 nm), Argón (458, 476, 488, 

496, 514 nm) He/Ne (543 nm, 594 nm, 633 nm). 

 

Estas medidas se realizan en el Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. 

 
Microscopia de fuerza atómica (AFM) 
 

AFM son las siglas en inglés de Microscopia de Fuerza Atómica y a veces 

es también llamado SPM o Microscopio de Sonda de Barrido, es una técnica de 

imagen de alta resolución que puede resolver características tan pequeñas como 

un patrón atómico en espacio real.  

 

El AFM trabaja llevando la punta del cantilever en contacto con la 

superficie de la cual va a hacer la imagen. Una fuerza iónica repulsiva aplicada 

desde la superficie a la punta dobla el cantilever hacia arriba. La cantidad de 

doblamiento, medida por un punto láser, se refleja en un fotodetector y se puede 

usar para calcular la fuerza. Al mantener la fuerza constante mientras rastrea la 

punta sobre la superficie, el movimiento vertical de la punta sigue el perfil de la 

superficie y se graba como la topografía de la superficie por el AFM. 

 

En el caso de la deposición de la ferritina sobre la superficie de oro se usó 

un microscopio de fuerza atómica en el que las imágenes se recopilaron en el 

modo dinámico usando un Nanotec Electronica System. Los cantilevers usados 

(Olympus cantilevers) aplicaban una fuerza constante de 0.75 N/m. Dichas 
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mediadas fueron realizadas en el grupo del Profesor Félix Zamora de la 

Universidad Autónoma de Madrid. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.10. Esquema del funcionamiento de un AFM 

 
Espectroscopia de pérdida de energía de los electrones (EELS) 

 

En la espectroscopia de pérdida de energía de los electrones (EELS, 

Electron Energy Loss Spectroscopy) un material es expuesto a un haz de 

electrones con un conocido y estrecho rango de energía cinética. Algunos de 

estos electrones experimentarán una dispersión inelástica, lo que significa que 

pierden energía y tienen un camino escaso y desviado al azar. La cantidad de 

energía perdida puede ser medida por un espectrómetro e interpretada en 

términos de lo que causa la pérdida de energía. 
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Las pérdidas de energía se producen cuando los electrones del haz 

excitan tanto a los electrones de valencia del material, como a los electrones en 

las capas internas de los átomos de la red. Para que una de estas últimas 

excitaciones se produzca, es necesario que el haz cruce muy próximo al átomo 

excitado, dado que la energía de la excitación es característica del átomo. 

 

Un espectro típico de pérdida de energía se puede analizar en tres 

regiones energéticas: 

 

▪ Región de pérdida cero (0 eV): principalmente contiene a los electrones 

que aún tienen la energía del haz original y tienen sólo interacción 

elástica. En especímenes finos, la intensidad del haz de pérdida cero es 

alta. No ofrece información analítica del espécimen, sólo ofrece 

información sobre el espesor de la muestra, por lo que el haz de pérdida 

cero es a menudo omitido durante la recogida del espectro.  

 

▪ Región de baja pérdida (5-100 eV): aquí, ocurre la excitación de los 

plasmones y las transiciones inter-bandas. La generación de los 

plasmones es la interacción inelástica mas frecuente de los electrones con 

la muestra, la intensidad en esta región es relativamente alta. La pérdida 

de energía de los plasmones es proporcional a la densidad electrónica de 

las capas externas. Por tanto puede ser utilizada para calcular las fases 

estructurales del compuesto. 

 

▪ Región de pérdida del núcleo (< 100 eV): ocurren las transiciones desde 

los estados del núcleo ocupados hacia los estados inocupados sobre el 

nivel de Fermi. Para la ionización de los átomos, una energía mínima 

específica, la energía de ionización crítica o ionización umbral, debe ser 

transferida desde los electrones incidentes a los electrones expulsados de 

las capas internas (K, L, M,…) lo cual lleva a la ionización umbral en el 

espectro a pérdidas de energía que son características para un elemento. 
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De esta manera, EELS es complementaria a la espectroscopia de rayos X 

(EDX), y puede ser también utilizada para los análisis cuali- y cuantitativos 

de los elementos.  

 

La espectrometría EELS asociada a la microscopía STEM (Scanning 

Transmission Electron Microscopy) le aporta la ventaja de la alta resolución 

espacial. 

 

En nuestro caso en concreto, las micrografías de los bioconjugados MFt-

QD800, se realizaron en un TEM (Philips CM-20 HR a 200 keV) y las imágenes de 

HAADF-STEM (campo oscuro) y los datos de EELS en un equipo JEOL2010F en 

colaboración con el grupo del Profesor José J. Calvino de la Universidad de Cádiz. 

Se tomó una serie de 50 espectros de EELS con una sonda (haz de electrones) de 

0.5 nm de ancho y una corriente de 0.5 eV que va escaneando la muestra a lo 

largo de una línea imaginaria que se trazó en la muestra. Simultáneamente 

también se recogieron en cada punto dentro del área analizada la intensidad de la 

señal dispersada de campo oscuro de alto ángulo (HAADF), cuya intensidad es 

proporcional a Z2, es decir, el número atómico, por eso se denominan imágenes 

de contraste en Z. El tiempo de adquisición de los espectros fue de 1 segundo 

para evitar la degradación de la muestra ya que esto puede limitar la resolución 

espacial de las medidas.  

 

Las muestras han sido preparadas por la deposición de una gota de la 

disolución a analizar en una rejilla de carbón (carbon-coated Cu grid) y secada  al 

aire.   

 

Espectroscopia de absorción de rayos X (XAS) 
 

Los rayos-X son muy útiles para caracterizar los sólidos y sus estructuras. 

Pueden ocurrir fenómenos de difracción (interacción elástica) en la que no hay 

transferencia de energía entre los átomos y la radiación, sino un simple cambio de 
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dirección de la radiación electromagnética incidente. Sin embargo, los rayos-X 

también son absorbidos por la materia (interacción inelástica) que producen 

consecuencias como transiciones electrónicas de los niveles internos de los 

átomos. 

 

 
 
Figura 2.11. Dirección que siguen los electrones del haz indicente  

 

El material puede responder de diversas formas a la absorción de rayos-X 

lo que origina un conjunto de técnicas relacionadas pero que pueden dar 

información complementaria. (1) Se pueden analizar las energías de los electrones 

emitidos que constituye la técnica XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy); (2) Se 

pueden analizar la energía de los electrones secundarios emitidos (electrones 

Auger) lo que da lugar a la técnica Auger; (3) Se pueden analizar las energías de 

los rayos-X emitidos por la muestra que constituye la técnica XRF (X-Ray 

Fluorescense); (4) Se puede analizar el espectro de energías absorbidas por la 

muestra lo que da lugar a las técnicas EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine 
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Structure) y XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure). En la figura 2.11 se 

representan los diversos fenómenos que se pueden dar con las técnicas 

correspondientes, cuando se irradia la muestra con una fuente de rayos-X 

intensa.8 

 

La técnica denominada EXAFS analiza las variaciones en los bordes de 

absorción de los diferentes elementos. Experimentalmente, la señal de absorción 

se mide en transmisión analizando la relación entre la intensidad incidente y la 

transmitida mientras van cambiando las energías de las radiaciones que inciden 

sobre las muestras provenientes de un anillo sincrotrón.9 

 
Es un hecho experimental que para un elemento (o muestra dada) la 

absorción de los rayos-X disminuye cuando la energía de la radiación incidente 

aumenta. Sin embargo, esta disminución no es monótona sino que hay 

discontinuidades en el coeficiente de absorción. Estas discontinuidades se 

denominan bordes de absorción y hay de diferentes capas: K, L, M... Esto saltos 

se deben a la absorción extra de fotones con la relajación por emisión de un 

electrón de las diferentes capas. 

 

Esta técnica es menos precisa que los métodos difractométricos, sin 

embargo, tiene una ventaja puesto que se puede utilizar para el estudio de gases, 

líquidos y sólidos amorfos.  

 

XANES es una técnica muy relacionada con el EXAFS pero sólo analiza la 

zona de absorción justo después del borde y permite principalmente el estudio de 

los estados de oxidación de los diferentes elementos aunque no tiene gran utilidad 

para abarcar estudios estructurales. Es muy utilizado para la caracterización de los 

estados de oxidación de los metales de transición. 

 

Los experimentos de SAXS y XAS se realizaron en los equipos 

D11ASAXS1 y D04B-XAFS1, respectivamente, de la estación experimental 
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Synchrotron Light National Laboratory (LNLS), Campinas, Brasil. Los experimentos 

de SAXS se realizaron a una temperatura constante de 22ºC, que se controlaba 

mediante un circuito de agua caliente. La longitud de onda incidente se fijó a 

1.448Å y la distancia del detector (gas-filled 1D detector) fue de 1066 mm. Cada 

espectro se obtuvo como la combinación de al menos cinco espectros. Las 

correcciones de la intensidad de la luz incidente, de la absorción de la muestra y la 

interferencia del tampón se llevaron a cabo según el protocolo standard. Los 

experimentos de XAS se realizaron a temperatura ambiente (~ 22 °C). El 

tratamiento de los datos se realizó con los programas ATHENA y ARTEMIS, 

respectivamente, del IFFEFIT. Las amplitudes y fases se calcularon con el 

programa FEFF 6.0. 

 

Las funciones de distribución (PDF) se obtuvieron de las medidas al ser 

tratadas por el programa GNOM 4.51 aplicando la transformada de Fourier. 

 

Para la preparación de las muestras se mezclaron 2 mg de la muestra de  

ferritina con 10 ó 15 mg de nitruro de boro. Posteriormente las muestras se 

compactaron hasta llegar a un espesor de menos de 1 mm. La concentración 

media de Fe calculada fue de 0.1-0.2 g cm-3. Las muestras se expusieron durante 

30 min a la radiación incidente y se realizaron cinco medidas independientes de 

cada una de las muestras. El estudio de la primera y última medida de cada 

muestra indicó que no existía daño alguno en la muestra debido a la radiación 

incidente. Los experimentos se llevaron a cabo usando una sonda de Si220 con 

un monocromador a 1.5 eV. Todos los experimentos se realizaron a temperatura 

ambiente (22°C) en modo de transmisión usando una lámina de hierro metálico 

para la calibración y el alineamiento individual de cada medida. La referencia de 

las muestras se preparó mediante la deposición de la muestra de forma uniforme 

sobre filtros de una membrana de celulosa de 5 μm de diámetro celulosa. Todos 

los reactivos químicos se compraron en Sigma-Aldrich, sin necesidad de ningún 

proceso de purificación o preparación previo (ferrihidrita) siguiendo el 
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procedimiento descrito en la bibliografía. 10 El tratamiento de los datos se realizó 

con el programa IFEFFIT. 11 

 
Imagen de resonancia magnética (MRI) 

 
La imagen de resonancia magnética (MRI) es una técnica de imagen 

usada principalmente en estudios médicos para obtener imágenes de alta calidad 

de los órganos internos del cuerpo humano. MRI se basa en los principios básicos 

de la resonancia magnética nuclear (NMR), una técnica espectroscópica usada 

para obtener información química y física de las moléculas a nivel microscópico. 
 

En la breve historia de dicha técnica hay que mencionar a Felix Bloch y 

Edward Purcell, quienes obtuvieron el Premio Nobel en 1952, por el 

descubrimiento del fenómeno de la resonancia magnética en 1946. Desde el 1950 

al 1970, la NMR se uso en el análisis molecular de propiedades tanto físicas como 

químicas.  

 

En 1971 Raymond Damadian demostró que los tiempos de relajación en 

tejidos sanos y tumores eran diferentes, lo que motivó a los científicos a considerar 

la resonancia magnética para detección de tejidos tumorales.12 En 1973 

Hounsfield introdujo la técnica de tomografía basada en rayos X (CT). En 1975 

Richard Ernst propuso el tratamiento de la imagen obtenida por resonancia 

magnética mediante el uso de la transformada de Fourier.13 Esta técnica es la 

base de los principios usados en la MRI actual. En 1991, Richard Ernst obtuvo el 

Premio Nobel en química por dicho descubrimiento. Posteriormente se ha ido 

mejorando la técnica para disminuir los tiempos de adquisición en la imagen hasta 

conseguir la obtención de imágenes a tiempo real. 14  

 

La imagen de resonancia magnética (MRI) se basa en la absorción y 

emisión de energía en el rango de radio frecuencias del espectro 

electromagnético. Muchos científicos piensan que no se pueden obtener imágenes 
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de objetos menores que la longitud de onda de la energía que se usa para obtener 

la imagen. La MRI, teniendo en cuenta esta limitación, toma imágenes basándose 

en la variación de la fase y la frecuencia de la radio frecuencia de la energía 

absorbida y emitida por el objeto en estudio.  

 

El cuerpo humano está formado en su mayoría por grasas y agua. Los 

ácidos grasos y el agua poseen numerosos átomos de hidrógeno, lo que hace que 

el cuerpo humano esté compuesto por un 63% de átomos de hidrógeno, que tiene 

una señal muy característica en NMR. Cada molécula de agua tiene un átomo de 

oxígeno y dos de hidrógeno. En la nube electrónica del hidrógeno se encuentran 

los protones, que tienen la propiedad de comportarse como espines: generan un 

pequeño campo magnético y son capaces de generar una señal en NMR.  

 

Todos los experimentos de MRI se han realizado en colaboración con el 

grupo de la Dra. Pasquina Marzola de la Facultad de Medicina de la Universidad 

de Verona, en un equipo Biospec Tomograph System (Bruker, Karlsruhe, 

Germany) con un campo fijo de 4.7 T, y una barra magnética horizontal de 33 cm 

(Oxford Ltd, UK) y con una frecuencia de 200 MHz.  

 

Los tiempos de relajación transversales (T2) se midieron usando un 

protocolo estándar SPIN-ECHO MULTI-ECHO con una secuencia que muestra los 

siguientes parámetros: FOV = 2 × 2 cm2, tamaño de la matriz = 64 × 64, espesor 

de la capa = 5 mm, numero de eco = 8, el TR y el TE se van modificando en cada 

muestra según el valor de T2 esperado.  

 

En el caso de la medida del tiempo de relajación longitudinal (T1), se usó 

la técnica de mapeo rápido de T1 con una secuencia IR-SNAPSHOT. Los 

parámetros fijados para la adquisición de los datos fueron: FOV = 2 × 2 cm2, 

tamaño de la matriz = 64 × 64, espesor de capa = 5 mm, TR/TE = 10/3.6 ms, 

ángulo de excitación = 5º. El pulso de inversión se hace mediante una secante 

hiperbólica de 5 ms. Las medidas se hacen variando el número de puntos 
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tomados en el eje X, 8, 16 y 32 puntos, con el fin de incrementar la resolución de 

la medida. Cuanto más corto es el valor de T1 mayor debe ser el número de 

puntos que se toman en el eje X. EL tiempo máximo de adquisición de la medida 

fue de 5 min. 

  

Las imágenes de First-passage se adquirieron usando una secuencia 

ECHO PLANAR IMAGING (EPI) fijando los siguientes parámetros: tamaño de la 

matriz 64×64, FOV 38 × 38 mm2 (en la rata) y 20 × 20 mm2 (en el topo), grosor de 

la capa 2 mm, TE = 15 ms, TR = 50 ms y 4  repeticiones (con un tiempo de 

resolución de 5 imágenes/s).  

 

Las imágenes estáticas (Steady-state images), que representan el 

decaimiento de la señal en un punto concreto del cerebro con el paso del tiempo, 

se adquirieron usando una secuencia de GRADIENTE ECO fijando los 

parámetros: TR/TE = 350/15 ms, ángulo = 30º, tamaño de la matriz = 256 × 192, 

FOV = 35 × 35 mm2, espesor de la capa =1 mm. El tiempo de adquisición de cada 

imagen fue de 134 s; las imágenes comenzaron a tomarse 268 s tras la 

administración del agente de contraste. Como referencia externa, se uso un 

estándar de Gd, una disolución salina de 1 mM Gd-DTPA, para poder normalizar 

la imagen adquirida por el espectrofotómetro.  

 
Imagen óptica (OI) 
 

Es una técnica de imagen que usa como fuente de contraste la 

fluorescencia, bioluminiscencia, absorción o reflexión del agente de contraste. Es 

una técnica no invasiva que no genera fuertes preocupaciones de seguridad en el 

individuo, al igual que las demás modalidades de imagen médica.15 

 

 El inconveniente de dicha técnica es la falta de profundidad de 

penetración, especialmente cuando se trabaja en longitudes de onda visibles, ya 

que la profundidad de penetración se relaciona con la absorción y dispersión de la 
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luz, que es principalmente una función de la longitud de onda de la fuente de 

excitación. En general, la absorción de la luz y la dispersión disminuye al aumentar 

la longitud de onda. Así, cuando se trabaja en la región visible del espectro, sólo 

es posible la evaluación superficial del tejido, pero cuando nos movemos en la 

región cercana al infrarrojo 700-900 nm (NIR), la luz puede penetrar más 

profundamente, a profundidades de varios centímetros, debido a que el coeficiente 

de absorción de los tejidos es considerablemente inferior en dicha región.16 

 

La imagen óptica ofrece la posibilidad de estudios in vivo no invasivos para 

el estudio de marcadores moleculares. Esta técnica se ha usado para el 

seguimiento a nivel molecular de la progresión de algunas enfermedades, la 

distribución de fármacos en el organismo, el desarrollo de biomarcadores 

específicos de enfermedades y tratamientos oncológicos.   

 

 Las sondas y etiquetas fluorescentes son una importante herramienta en 

la imagen óptica. Una gran cantidad de fluoróforos que emiten cerca del infrarrojo 

(NIR) se han empleado para obtener las imágenes in vivo, entre los cuales 

podemos citar, Cy5.5, Cy7, Alexa Fluor. Los quantum dots han generado un gran 

interés en este campo frente a los fluoróforos orgánicos debido a su alta 

fotoestabilidad y  gran eficiencia cuántica.17  

 

Los experimentos de imagen óptica se han realizado en colaboración con 

el grupo de la Dra. Laura Calderán de la Facultad de Medicina de la Universidad 

de Verona, en un equipo Vivo Vision Systems, IVIS® 200 Series (Xenogen 

Corporation, Alameda USA), constituido por una cámara negra con sensor de 

profundidad y retro iluminación CCD 1 (2.7 x 2.7 cm, -90°C) mediante una lámpara 

150 W y 3250° Kelvin, con una resolución mínima de 20 µm (dimensión del píxel 

13.5 µm, pixeles de la imagen 2048 x 2048), con una eficiencia cuántica superior 

al 85 % en la región comprendida entre 500-700 nm, al movernos a la zona 

superior del espectro UV-Vis llegando al IR, 400-900 nm, la eficiencia cuántica se 

disminuye al 30 %. El IVIS 200 puede trabajar en dos modalidades diferentes: 
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fluorescencia y bioluminiscencia y está equipado con un con un conjunto de filtros 

de excitación y emisión: GFP (445-490 nm), GFP background (410-440 nm) 

DsRed (500-550 nm), DsRed background (460-490 nm) Cy5.5 (615-665 nm), 

Cy5.5 background (580-610 nm), ICG (710-760 nm) y ICG background (665-695 

nm). 

 

Las imágenes se adquirieron y analizaron con el software Living Image 2.6 

y Living Image 3D (Xenogen Corporation, Alameda USA). 

 

Para llevar a cabo estos experimentos in vivo se suministraron (10 µl/1 g 

ratón de MFt-QD800, 40 pM de una disolución de QD800). Se adquirió una imagen 

control inicial previa al suministro del agente de contraste y tras el suministro del 

agente se tomaron imágenes con el mismo protocolo que la serie control durante 

las 3 h sucesivas al suministro del MFt-QD800. 

 

El protocolo seguido para la adquisición de las imágenes de Fluorescencia 

fue: tiempo de exposición = 1 segundo (tiempo que se está excitando la muestra); 

binning = 8 (parámetro que relaciona la sensibilidad con la precisión de la imagen); 

f/stop = 2 (apertura del objetivo, cromador); filtros de  excitación = GFP, DsRed, 

Cy5.5, ICGbkg, ICG; filtros de emisión = ICG; FOV = 12.8 cm; altura del animal = 

1.5 cm. Las fotografías se tomaron con un tiempo de exposición de 0.2 seg; 

binning = 4; f/stop = 8. 
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3. FERRITINA: ¿UN BIOMARCADOR PARA LA 

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER? 
 

 

 

El Fe es un elemento esencial para la mayoría de los seres vivos debido a 

las funciones vitales que desarrolla, sin embargo su exceso puede ser dañino por 

su alto carácter reactivo. El Fe en estado divalente es altamente tóxico, ya que al 

reaccionar con el peróxido de hidrógeno y el oxígeno genera radicales libres, a 

través de la reacción de Fenton (remitirse al apartado 1.1 de la Introducción). 

Dichos radicales libres pueden promover la peroxidación de los lípidos, rotura de 

las hebras de ADN, modificación y degradación de biomoléculas e incluso la 

muerte celular. Por todo esto el Fe se encuentra regulado por un complejo 

sistema, que garantiza unos niveles idóneos de Fe intracelular para realizar las 

funciones metabólicas en las cuales está implicado.1 
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Figura 3.1. Sistema de regulación del Fe intracelular.  

 

 En la figura 3.1 se muestran las posibles rutas intracelulares del Fe. 

Cuando los niveles de Fe(III) son altos actúa el receptor de la transferrina (TfR), 

que a través de endosomas introduce el Fe en la célula. Una vez que el 

endosoma, que contiene el Fe en su interior se localiza en el citoplasma de la 

célula, la reductasa lo acidifica transformando el Fe(III) en Fe(II). Posteriormente el 

transportador divalente, el DMT-1, libera el Fe(II) al espacio citosólico. Este Fe(II) 

pasa a formar parte del Fe lábil (Labil Iron Pool, LIP), pudiendo: (a) intervenir en 

los procesos de regulación dirigidos por el sistema IRP/IRE, (b) ser secuestrado 

por chaperonas o proteínas de almacenaje de Fe, como son la ferritina, 

metalotioninas y frataxina, (c) reoxidación a Fe(III) y reintroducción en el flujo 
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sanguíneo a través de las proteínas transportadoras, Cp y IREG1 o (d) participar 

en reacciones catalizadas por Fe para generar especies reactivas (PANK-2).  

 

De especial interés es el papel que juega el Fe en el cerebro, puesto que 

es requerido en el mantenimiento de la alta actividad respiratoria a nivel cerebral, 

mielinogénesis, síntesis de neurotransmisores como son la dopamina, serotonina 

o ácido aminobutírico (GABA), etc., por lo tanto los desniveles de Fe se han 

relacionado con el desarrollo de numerosas enfermedades neurodegenerativas, 

Alzheimer (AD), Parkinson (PD), enfermedad de Huntington (HD), esclerosis 

múltiple, infartos cerebrales, talasemia, etc. 2  

 

Como se ha comentado anteriormente en el apartado 1.3 de la 

Introducción son numerosos los hechos experimentales que corroboran la relación 

existente entre la desregulación de los niveles de Fe (ferritina) y las enfermedades 

neurodegenerativas, básicamente, mayor concentración de Fe y homocisteína a 

nivel cerebral y modificación en la composición del núcleo metálico de la ferritina, 

concretamente la aparición de magnetita. 

 

  En la presente tesis se han llevado a cabo un estudio pormenorizado de la 

composición del mineral de Fe en ferritinas a las que hemos ido eliminando 

químicamente y de forma gradual la cantidad de Fe.  La preparación de ferritinas 

con diferente contenido en Fe es un escenario ideal para poder estudiar como se 

modifica la composición del mineral ferritínico cuando se lleva a cabo una de sus 

funciones elementales: liberar gradualmente Fe. 

  

3.1. Generación de magnetita en la ferritina durante el proceso de 

eliminación de Fe. 
 

 El estudio de la estructura del mineral de Fe albergado en la ferritina se 

llevó a cabo en un conjunto de muestras de ferritinas en las cuales el Fe fue 
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eliminado de forma gradual y controlada mediante el proceso de eliminación 

reductiva con TGA/AcONa (remitirse al capítulo 2, apartado 2.1). 

 

 Se prepararon muestras con distinto contenido en Fe partiendo siempre 

desde la Ft nativa (2200 Fe/prot) llegando a contenidos de 1200 Fe/prot (Ft1200), 

500 Fe/prot (Ft500) y 200 Fe/prot (Ft200). 

 

 Para la preparación de las muestras (Ft1200, Ft500, Ft200) se partió de una 

disolución de Ft2200 (1 ml de 38 mg/ml) en agua bidestilada y se incubaron con una 

disolución TGA/AcONa (0.1 ml, 0.1 M), bipy (0.3 M) y NaCl (0.1 mg). Tras el 

periodo de incubación las muestras se filtraron cuidadosamente y posteriormente 

se dializaron exhaustivamente frente a agua bidestilada realizando varios cambios 

de agua. 

 

 Las muestras sintetizadas se analizaron por TEM, para estudiar los 

posibles cambios en la morfología del núcleo metálico de la Ft tras el tratamiento 

reductivo (figura 3.2). Se analizaron aproximadamente unas 100 partículas de 

cada una de las muestras en estudio, de las que se obtuvieron los tamaños 

medios de 6.0 (± 0.7), 5.9 (± 0.9), 5.7 (± 0.1), 5.1 (± 0.1), para la Ft2200, Ft1200, Ft500 

y Ft200 respectivamente. Esto nos indica que el proceso de eliminación de Fe no 

provoca una disminución del tamaño de la partícula, lo que sí es evidente en las 

imágenes de TEM es que conforme se elimina Fe, la forma de las partículas se va 

haciendo cada vez más irregular y pierden contraste. Esto queda patente al 

comparar las partículas de Ft2200 con las de Ft200, que son los casos más 

extremos.  
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Figura 3.2. Micrografías de TEM para las muestras Ft2200, Ft1200, Ft500 y Ft200 (escala de 100 nm). Dentro 

de cada imagen se muestra su histograma de tallas correspondiente y se indica la talla media calculada 

para cada caso. 

 

De los resultados obtenidos por TEM se podría pensar que sólo una parte 

de las partículas presentes en la muestra eliminaban Fe de su interior mientras 

que el resto permanecían intactas. Esta hipótesis se descartó al realizar el mismo 

estudio de TEM pero contrastando las muestras con acetato de uranilo, lo que 

permitió la visualización de la capa polipeptídica encapsulando todas y cada una 

de las partículas. 
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Por tanto, la mínima modificación del tamaño de las partículas de ferritina 

observada experimentalmente sugiere que hay una eliminación de Fe en todas las 

partículas y que dicha eliminación tiene lugar preferencialmente en el núcleo y no 

en la superficie de la misma.  
 

 
 

Figura 3.3. Micrografía de TEM de la muestra Ft500 contrastada con AcOU para resaltar la capa 

polipeptídica (por claridad sólo se presenta una de las muestras en estudio, puesto que el resto son 

similares). 

 

Los análisis de SAXS y XANES se realizaron en colaboración con el Dr. 

Marcelo Ceolín, en la estación experimental Synchrotron Light National Laboratory 

(LNLS), Campinas, Brasil.  

 

Al extrapolar los resultados de SAXS se obtuvieron las curvas 

correspondientes a las funciones de distribución (PDF) que indican una tendencia 

clara en la disminución de la densidad electrónica del núcleo metálico conforme se 

reduce el número de átomos de Fe por Ft. Las curvas de PDF se encuentran en 

un rango de R de 0-140 Å, lo que teóricamente se corresponde con el diámetro de 

las nanopartículas. Las curvas de PDF de la apoferritina nativa presentan un 

máximo de R de 80-100 Å, lo que se corresponde con la densidad electrónica 

propia de la capa polipeptídica, mientras que en el caso de la ferritina nativa el 

máximo de la curva se localiza a valores menores de R (20-60 Å). Al comparar las 
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curvas de PDF (figura 3.4) para las muestras Ft2200, Ft1200 y Ft500, se observa como 

al pasar de la Ft con mayor contenido en Fe a la de menor, la curva va 

desplazando su máximo de R desde 40 Å a 90 Å, lo que se corresponde con una 

pérdida de la densidad electrónica del núcleo metálico y consecutivamente una 

ganancia de la representatividad de la capa orgánica frente al núcleo interno (línea 

verde).  

 

 
Figura 3.4. Curvas de PDF obtenidas para las muestras Ft2200 (línea negra), Ft1200 (línea roja), Ft500 

(línea verde).   

 

La espectroscopia denominada XANES es una herramienta altamente 

sensible, que permite el estudio de la estructura electrónica y el ambiente que 

rodea a ciertos átomos en el interior de una molécula o un sólido. Aunque el 

mineral de Fe que alberga la ferritina tradicionalmente se había considerado como 

ferrihidrita,3 numerosos estudios más recientes ya apuntaban a la existencia de 

una estructura polifásica constituida, además de por ferrihidrita, por magnetita y 

hematita.4,5 El análisis XANES de las muestras Ft2200, Ft1200, Ft500 y Ft200 confirmó 

esta naturaleza polifásica y lo que es más importante, el carácter dinámico en el 

porcentaje de cada fase conforme vamos eliminando Fe. Este análisis se llevó a 

cabo mediante ajuste por mínimos cuadrados de los datos experimentales con 

ayuda del programa ATHENA-IFFEFIT.  
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Figura 3.5. Distribución de fases (magnetita, hematita y ferrihidrita) por molécula de Ft. Las muestras 

en estudio fueron Ft2200, Ft1200, Ft500 y Ft200 (rango de 200- 2200 átomos de Fe). 

 

 En la figura 3.5 se muestra el porcentaje de cada una de estas fases 

presentes en las distintas muestras. Como se puede observar, conforme 

disminuimos el contenido de Fe, el contenido de magnetita aumenta 

considerablemente pasando de valores del 20% al 70% y simultáneamente los 

valores de ferrihidrita disminuyen pasando de un 60% a un 20%, permaneciendo 

constante los valores de hematita.  

 

Con objeto de conocer la distribución de estas fases en el núcleo metálico 

de la ferritina se llevó a cabo un estudio de espectroscopia de pérdida de energía 

de electrones (EELS) para localizar los distintos estados de oxidación en una 

misma partícula. Concretamente, analizando el pico FeL2,3 podemos distinguir 

entre Fe(II) y Fe(III) y conocer así su distribución en cada partícula. El análisis de 

EELS-SL se llevó a cabo en un conjunto de nanopartículas de Ft500, (figura 3.6). 

Se recogen una serie de espectros de EELS a lo largo de una línea que atraviesa 

la partícula, con una sonda de unos pocos Angstroms. En este estudio, 

concretamente se recogieron 64 espectros con una sonda de 0.5 nm, por lo que 
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cada punto en el que se toma un espectro dista del siguiente una distancia de 0.4 

nm, y con una energía de dispersión de 0.3 eV. El tiempo de adquisición del 

espectro es de 1 s, ya que si el tiempo de adquisición se alarga la muestra podría 

resultar dañada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3.6. (a) Espectros EELS correspondientes al pico FeL2,3; espectros 1 y 5 correspondientes a las 

regiones superficiales de la partícula, y espectros 2, 3 y 4, que se corresponden con la zona interna de 

la molécula, (b) Imagen HAADF de una partícula de Ft500. Los puntos rojos marcan las cinco 

localizaciones donde se tomaron los espectros de EELS, (c) Perfil de la variación de intensidad a lo 

largo de la partícula mostrada en la imagen b. 
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En la figura 3.6 se muestran los espectros EELS representativos de una 

de las nanopartículas de Ft500. Se muestran cinco espectros EELS (figura 3.6 a) 

correspondientes a cinco zonas diferentes dentro de la misma partícula (figura 3.6 

b). En la figura 3.6 c se muestra el perfil de electrodensidad de la partícula en 

estudio. Los puntos rojos, mostrados en las figuras 3.6 a y b, son los puntos en los 

cuales se tomaron los espectros EELS, que representan las distintas partes de la 

partícula, los puntos extremos (1 y 5) se corresponden con la superficie de la 

partícula, cercana a la capa polipeptídica, mientras que los puntos centrales (2, 3 y 

4) muestran la parte más interna de la partícula, que se corresponde con el núcleo 

metálico. 
 

Al analizar los espectros obtenidos en la figura 3.6 a se observa cómo el 

pico L3, sufre un desplazamiento al pasar de los bordes al interior de la partícula, 

puesto que en el caso de la superficie de la partícula (puntos 1 y 5) dicho pico se 

localiza a 709.9 eV y en el resto de los puntos (2, 3 y 4) el pico se centra a 710.5 

eV. Este desplazamiento del pico L3 se corresponde con la presencia de distintos 

estados de oxidación. De acuerdo con Gloter y col.6 la posición de la línea L3 a un 

valor de energía de 709 eV se corresponde con especies de Fe en estado de 

oxidación (II), mientras que el desplazamiento de dicha línea a zonas de mayor 

energía (710.6 eV) se corresponde con  especies de Fe(III). 

 

 Los resultados de EELS, para las partículas de Ft500, nos muestran 

claramente una mayor presencia de Fe(II) en las zonas más superficiales de la 

partícula mientras que en la zona interna de la partícula predominan las especies 

de Fe(III).   

 

El análisis conjunto de los datos de TEM, SAXS, XANES y EELS ponen de 

manifiesto que la estructura del mineral de la ferritina es polifásica de tipo core-

shell, con un núcleo rico en ferrihidrita (y trazas de hematites) que se rodea por 

una capa compuesta preferencialmente de magnetita (figura 3.7). Teniendo en 

cuenta este modelo, al analizar los datos obtenidos en las muestras de Ft con 
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distinto contenido en Fe (Ft2200, Ft1200, Ft500 y Ft200), podemos postular que la 

ferrihidrita es la fase más lábil y por tanto la primera que se ve afectada por la 

reducción química, y consecuentemente la primera que se moviliza, lo que está de 

acuerdo con los datos obtenidos en SAXS y XANES, puesto que al ir eliminando 

Fe de la ferritina va aumentando la concentración de magnetita mientras que la de 

ferrihidrita disminuye.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7. Modelo estructural de la distribución de las distintas fases (ferrihidrita, hematita y magnetita) 

en el core de la ferritina. 

 

Los cambios en la composición química del núcleo metálico de la ferritina 

mostrados tras la eliminación reductiva de Fe, especialmente el incremento de la 

fase magnetita, también debían reflejarse como una modificación de las 

propiedades magnéticas de dichas nanopartículas, debido a que la magnetita 

presenta una alta magnetización remanente y bajos valores de campos 

coercitivos. Las propiedades magnéticas de la ferritina nativa (Ft2200) se han 

publicado ampliamente en bibliografía,7 presentando un comportamiento  

hematita 

apoferritina

magnetita 

ferrihidrita 
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superparamagnético bajo una temperatura de bloqueo de 20 K con un marcado 

ciclo de histéresis.  

  

 El comportamiento magnético de la Ft200 (70% magnetita, 20% ferrihidrita, 

10% hematita) se estudió de forma comparativa con el presentado por la Ft2200 

(60% ferrihidrita, 20% magnetita y 20% hematita). En la figura 3.8 se muestra una 

gran variación en el comportamiento magnético a bajas temperaturas (2 K)  de 

ambas muestras (Ft200 y Ft2200). La Ft2200 presenta un comportamiento 

antiferromagnético, similar al presentado por la ferrihidrita, con un alto campo 

coercitivo y una baja magnetización a saturación, mientras que en el caso de la 

Ft200 el comportamiento magnético se acentúa exhibiendo mayores valores de 

magnetización remanente y mayores valores de magnetización a saturación que 

los de la ferritina nativa, lo que se corresponde más con un comportamiento 

ferrimagnético típico, como el de la magnetita. 

  

 

 
 

Figura 3.8. Ciclo de histéresis (emu/gFe) de las muestras de Ft200 (línea negra) y Ft2200 (línea roja). En 

el caso de la Ft2200  los valores de magnetización se representan multiplicados por 2 para mayor 

claridad. 
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Este modelo estructural core-shell ferrihidrita-magnetita y su evolución con 

la disminución de Fe, plantea el interrogante acerca del origen de la formación de 

magnetita. Con objeto de poder formular una hipótesis en este sentido, llevamos a 

cabo varios experimentos comparativos entre ferritinas con el mismo contenido en 

Fe,  pero preparadas en diferentes condiciones experimentales.  

 

Por un lado, se preparó una Ft500 (Ft500-AcHA) sintetizada por un 

procedimiento diferente al reductivo, concretamente mediante complejación directa 

por un agente quelatante con gran afinidad por Fe(III), como es el 

acetohidroxámico (AcHA).8  En este caso, la eliminación de Fe de la ferritina tiene 

lugar mediante la formación de un complejo AcHA-Fe(III) sin cambio de estado de 

oxidación. El análisis XANES de esta muestra puso de manifiesto que la 

composición del mineral de Fe era prácticamente 100% ferrihidrita. (figura 3.9).  

 

 
 
Figura 3.9. Esquema comparativo de los distintos procesos de eliminación de Fe de la ferritina, 

reductivo (esquema superior) y complejante (esquema inferior), y la síntesis de magnetita como 

consecuencia del mecanismo de eliminación de Fe. (rd = reductor, L = ligando) 

 

El resultado obtenido era una prueba irrebatible de que el mecanismo de 

eliminación de Fe desde la ferritina por un proceso reductivo genera un exceso de 

Fe(II), en condiciones estables, parte del cual, bien por que se queda retenido en 

el interior de la ferritina 9 o bien por una deficiencia de ligando que lo compleje, 

e- 

L bipy 

L L acetohidroxámico 
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puede volver a entrar en el interior de la ferritina y reaccionar con la ferrihidrita 

para generar magnetita en la superficie de la partícula. Con respecto a esta 

hipótesis hay que recordar que la ferrihidrita es un mineral altamente activo que 

actúa como precursor de estructuras cristalinas más estables como son la 

hematita.10 

  

 Una última comparativa que indirectamente relaciona la eliminación 

reductiva con la presencia de magnetita es el hecho experimental de que mientras 

que el tamaño de las partículas obtenidas por eliminación reductiva, Ft2200, Ft1200, 

Ft500 y Ft200, no varía significativamente, el tamaño de las partículas de ferritina 

reconstituidas a partir de la apoferritina (2000 Fe, 1000 Fe, 500 Fe y 200 Fe), si 

presentan una disminución considerable con el menor contenido en Fe como ha 

sido publicado en numerosas ocasiones.11 Concretamente el análisis TEM reveló 

tamaños de 5.6 (± 0.1), 4.4 (± 0.4), 3.9 (± 0.7), y 2.8 (± 0.1) nm para las muestras 

RFt2000, RFt1000, RFt500 y RFt250.12  Estos resultados nos sugieren que hay una 

diferencia estructural entre las partículas obtenidas por reconstitución oxidativa 

(apartado 2.1) y las obtenidas por eliminación reductiva.13,5  

 

3.2. La homocisteína libera Fe de la ferritina: implicaciones biológicas. 

 

La evidencia experimental de la presencia de magnetita en enfermos de 

Alzheimer generó un debate acerca de que esta magnetita estuviera relacionada 

con el origen de la enfermedad o bien fuera una consecuencia más de la misma.5 

Con la idea de esclarecer esta polémica, estudiamos la liberación espontánea de 

Fe(II) en las muestras de Ft que contenían un alto porcentaje de magnetita, 

concretamente la Ft500 y Ft200. Para ello, se incubaron dichas ferritinas con un 

exceso de ferrozina a pH básico (pH = 7.4). La formación del complejo 

[Fe(ferrozina)3]2+ se monitorizó por espectroscopia UV-visible, analizando la banda 

característica que presenta dicho complejo a 562 nm (ε562  = 27900 M-1 cm-1).14 

Ninguna de las muestras en estudio mostró cambios significativos en los valores 

de absorbancia a 562 nm tras un periodo de 200 min. Obteniéndose valores 
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cercanos al 0.26 % de eliminación de Fe para las muestras Ft200 y Ft500. Esto nos 

indica que ninguna de estas ferritinas y por tanto que la magnetita presente en 

ellas no libera Fe(II) de forma espontánea, en contra de lo que algunos autores 

habían propuesto.  
 

En nuestra hipótesis la magnetita procede del proceso de eliminación 

reductiva de Fe de la ferritina. Como previamente se ha expuesto, los 

experimentos de liberación de Fe que dan lugar a la preparación de las muestras 

Ft2200, Ft1200, Ft500 y Ft200 se llevaron a cabo mediante incubación de ferritina con 

ácido tioglicólico. En vista de que altos niveles de homocisteína parecen estar 

relacionados con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer y de que dicha 

molécula posee carácter reductor con participación de un grupo tiol, al igual que 

en el caso del ácido tioglicólico, trasladamos los ensayos realizados anteriormente 

sobre el mecanismo de liberación de Fe desde la ferritina y los posibles cambios 

del núcleo metálico de Fe de la ferritina a un sistema más similar al biológico, 

usando como agente reductor la propia homocisteína, H-cys. Según bibliografía 

los niveles de H-cys en el organismo pueden variar en condiciones normales entre 

5-20 μmol/l, pasando a considerarse niveles elevados cuando la concentración de 

Hcys es cercana a 100 μmol/l. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3.10. Formula molecular de la H-cys (A) y Ácido tioglicólico (B).  
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Hemos realizado dos ensayos de eliminación de Fe en presencia de H-cys 

a dos concentraciones límite, a 5 μmol/l (condiciones normales) y 100 μmol/l 

(incremento severo de H-cys). Para llevar a cabo estos ensayos de eliminación de 

Fe, se partió de una disolución de Ft (2 ml, 0.1 mg/ml) que se incubó a 

temperatura ambiente con una disolución de ferrozina (0.01g/2ml) y con la 

concentración adecuada de H-cys en cada caso. La capacidad de eliminación de 

Fe de la H-cys, a cada una de estas concentraciones, se valoró por el porcentaje 

de formación del complejo [Fe(ferrozina)3]2+. La formación del complejo 

[Fe(ferrozina)3]2+ se siguió en todo el transcurso de la reacción mediante 

espectroscopia UV-vis a 562 nm, fijando el coeficiente de extinción molar a ε562 = 

27900 M-1 cm-1. Se tomaron 50 ciclos cada 10 minutos. El porcentaje de Fe 

eliminado calculado cuando la concentración de H-cys era de 25 μmol/l fue 0.8 %, 

mientras que cuando la concentración era más elevada (100 μmol/l) el porcentaje 

fue del orden del 2 %, lo que nos indica que a mayor concentración de H-cys 

mayor capacidad tiene la Ft de eliminar Fe. 
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Figura 3.11. Espectros Uv-vis de la capacidad de eliminación de Fe por la H-cys a dos concentraciones 

extremas, a 25 μM  (azul) y 100 μM  (violeta). 

 

Para corroborar que es la H-cys la que directamente actúa como agente 

reductor del Fe llevamos a cabo el mismo experimento de eliminación de Fe (en 

condiciones idénticas) pero usando como agente reductor la L-Met, catabolito de 
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la H-cys (figura 3.12). Tras la obtención de los 50 ciclos, no se observó ningún 

cambio indicativo de la formación del complejo [Fe(ferrozina)3]2+, puesto que no se 

observó incremento de la banda específica a 562 nm. Lo que se debe a que la L-

Met, precursor de la H-cys, posee menor reactividad debido a la presencia del CH3 

terminal que bloquea el grupo S, siendo así menos efectivo como agente reductor 

que la H-cys, puesto que el grupo tiol le confiere a la H-cys un gran poder reactivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3.12. Formula molecular de la H-cys (A) y L-Met (B).  
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Figura 3.13. Espectro UV-vis de la comparativa entre la capacidad de eliminación de Fe de la H-cys 

(rojo) y L-Met (azul) a la misma concentración (25 μM).  
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Resultados preliminares de XANES y TEM sobre las muestras de ferritinas 

obtenidas en condiciones de exceso de homocisteína (100 μmol/l) muestran las 

mismas tendencias que las observadas en las muestras de ferritinas preparadas 

con ácido tioglicólico. En vista de lo cual estos resultados apuntan a que un 

exceso de homocisteína provocaría una liberación “descontrolada” de Fe(II) de la 

ferritina. Descontrolada viene a significar que no se produce bajo demanda celular. 

Este Fe(II), una vez fuera de la ferritina podría dar lugar a la reacción de Fenton, 

generando radicales hidroxilos OH·, capaces de llevar a cabo procesos 

neurodegenerativos, como es bien conocido y causar oxidación y muerte neuronal. 

Por otra parte, este Fe(II) libre daría lugar a una sobreexpresión de β-amiloide, 

como ha sido recientemente publicado.15 Finalmente, nuestros trabajos ponen de 

manifiesto que parte de este Fe(II) libre puede volver a entrar en la ferritina, 

reaccionado con el mineral de ferrihidrita para dar lugar a una corteza de 

magnetita.16 Un estudio in vivo de este sistema sería necesario para confirmar esta 

hipótesis 

 

En base a esta hipótesis todo el proceso neurodegenerativo que tiene 

lugar en el cerebro de enfermos de Alzheimer sería consecuencia de la liberación 

descontrolada de hierro de la ferritina y lo que es extraordinariamente importante, 

que dicho proceso neurodegenerativo nos dejaría una marca: la aparición de 

magnetita en la ferritina del cerebro. Esta magnetita aumenta la magnetización por 

unidad de masa y por tanto aumenta los valores de relajación r2, que permiten una 

mejor visualización por MRI del tejido cercano. Probablemente este sea el hecho 

que explica la visualización “fortuitamente” más favorable del cerebro de enfermos 

de Alzheimer mediante MRI. 

 

 De acuerdo a este enfoque, podemos diseñar un protocolo de actuación 

que permita diagnosticar de forma precoz la enfermedad de Alzheimer:  

 

1. En primer lugar un control del nivel de homocisteína en sangre. 

Únicamente personas que presenten valores de homocisteína en sangre 
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mayores de 20 μmol/l, serían consideradas de riesgo de desarrollar la 

enfermedad. 

 

2. A las personas que sobrepasen este nivel de homocisteína en sangre se 

les llevaría a cabo un control periódico por Resonancia Magnética (MRI) 

del cerebro. La evolución de la resolución de la imagen MRI (proporcional 

al valor de r2) permitiría evaluar semicuantitativamente la cantidad de 

magnetita presente en el cerebro y por tanto el grado de desarrollo de la 

enfermedad. Personas cuya imagen MRI de cerebro, sobretodo a nivel de 

la sustancia blanca17 no se viera modificada, podrían considerarse que no 

están evolucionando hacia el desarrollo de la enfermedad.   

 

En definitiva, el control de homocisteína en sangre y la medición periódica 

de r2 mediante MRI convencional, pueden servir como un doble sistema 

biomarcador para diagnosticar de forma precoz la aparición y desarrollo de los 

primeros procesos neurodegenerativos que den lugar a un Alzheimer precoz.  
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4. FUNCIONALIZACIÓN DE LA FERRITINA NATIVA. 

 

La presencia de grupos amino terminales, procedentes de lisinas, en la 

capa externa de la apoferritina representa químicamente una puerta abierta a la 

funcionalización de ferritinas, independientemente del material inorgánico 

depositado en su cavidad. Esta ruta ha sido sorprendentemente muy poco 

explotada en la bibliografía, a pesar de representar a priori múltiples posibilidades, 

por ejemplo, la funcionalización mediante reacción covalente de los residuos de 

lisina con grupos carboxílicos de un reactivo adecuado, para dar lugar a enlaces 

covalentes de tipo amida. 

 

Un análisis detallado de la estructura de la apoferritina revela la existencia 

de 3 lisinas por subunidad apuntando hacia el exterior. Existiendo por tanto un 

total de 72 grupos aminos por partícula de ferritina (capítulo 1). 

 

En el presente capítulo se muestra cómo hemos explotado esta vía, con la 

idea de incorporar covalentemente a través de estos grupos aminos, moléculas 

que podían aportar nueva funcionalidad. Comenzando por sistemas funcionales 

más simples hasta llegar a otros más complejos, empezamos el trabajo 
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incorporando colorantes y fluoróforos orgánicos clásicos, que nos han permitido 

modificar el color y aportar fluorescencia a la ferritina nativa, sin que el núcleo 

metálico magnético se haya visto modificado. Esta ruta química representa por 

tanto una vía fácil para la obtención de nanopartículas bifuncionales magnético-

ópticas, ya que partimos de una molécula que posee propiedades magnéticas per 

se. Además, el hecho de que la ferritina sea soluble en agua, hace que estas 

partículas magnético-ópticas puedan serlo también, lo que ofrece numerosas 

ventajas de cara a hipotéticas implementaciones tecnológicas. 

 

La idea es por tanto poder incorporar covalentemente a la superficie 

externa de la partícula moléculas adecuadas, independientemente del material 

que tengamos dentro de la cavidad proteica, obteniendo así una gran variedad de 

nanopartículas magnético-ópticas (figura 4.1). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Modificación de la superficie externa de la ferritina 

 

Conseguir este punto es en definitiva desarrollar un método que permitiría 

la preparación de “librerías” de nanopartículas metálicas bifuncionales: un material 

inorgánico de la cavidad que aporta una función (magnética) y una molécula 

orgánica en el exterior aportando la segunda propiedad (óptica). 
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4.1.  Ferritinas de colores: Funcionalización de la ferritina a través de los 

residuos de lisina con colorantes orgánicos. 
 

La primera aproximación que se realizó en este sentido fue la 

incorporación de dos colorantes orgánicos a la proteína. Para ello, se utilizaron los 

derivados vinil sulfonas de dos colorantes comerciales. Los colorantes usados han 

sido: Reactive Orange 16 (red) y Remazol Brillant Blue R (blue), con los que 

podemos cambiar el color a la ferritina obteniendo disoluciones de ferritina de 

diversos colores.1  Los colorantes utilizados para este ensayo, fueron adquiridos 

en Acros Organic y se modificaron químicamente por eliminación directa de los 

grupos sulfonatos obteniéndose las correspondientes vinil sulfonas (figura 4.2).  

 

 

SO3Na

NH2

HN

O

O

SO2CH2=CH2

NN

HO

SO3NaH2C=H2CO2S

H3COCHN  
 

 

 

Figura 4.2. Estructura de las vinil sulfonas de los colorantes comerciales Reactive Orange 16 y 

Remazol Brilliant Blue 

 

Se preparó una disolución de la ferritina comercial, 2 ml de 1 mg/ml en 

tampón HEPES pH 8, que se hizo reaccionar con 5 mg del colorante 

correspondiente, trabajando así en exceso de colorante con respecto a la proteína. 

El esquema general de la reacción se muestra en la figura 4.3. 

Reactive Orange 16 
(red) 

Remazol Brilliant Blue 
(blue) 
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Figura 4.3. Esquema general para la funcionalización de la ferritina a través de los residuos de lisina 

presentes en la superficie externa de la ferritina.  

 

Tras la reacción de la proteína con los reactivos, el exceso de colorante se 

eliminó por diálisis exhaustiva usando membranas de diálisis de un tamaño de 

poro adecuado frente a agua milli-Q durante 2 días, haciendo cambios de agua 

cada 6 h. Las soluciones resultantes se cromatografiaron por exclusión de tamaño 

(Sephadex G-25) para eliminar el resto de colorante no unido covalentemente y se 

recuperaron las fracciones que contenían proteína. El perfil de elución de la 

cromatografía (figura 4.4) demostraba que el colorante estaba unido a la ferritina, 

ya que se observaba coelución. Estas medidas se obtuvieron en el 

espectrofotómetro UV-visible, en el que se midieron las 10 fracciones recogidas de 

la cromatografía de exclusión por tamaño. Para cada una de las fracciones de la 
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cromatografía se tomaron los valores de absorbancia a dos longitudes de onda 

específicas para este compuesto, a 280 nm (característica de la proteína) y a 596 

nm (máximo de absorbancia para el colorante azul utilizado).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.4. Perfil de elución de la cromatografía de la blue-Ft. La apoferritina y el colorante azul se 

monitorizaron por absorbancia UV-vis, a 280 nm (apoferritina) y 596 nm (colorante azul). Se observa un 

patrón de coelución similar para el caso de la red-Ft. 

 

La coelución también quedaba patente con los ensayos de electroforesis 

nativa en gel de poliacrilamida (PAGE), usando como referencia proteína no 

marcada con el colorante frente a la que si estaba modificada con el colorante. La 

electroforesis nativa, sin desnaturalización, (figura 4.5) también nos indicaba que 

se mantenía la integridad de la proteína tras su funcionalización, ya que mostraba 

un comportamiento similar entre la apoferritina/ferritina y la apoferritina/ferritina 

funcionalizadas superficialmente, puesto que la introducción de nuevos grupos en 

la superficie no variaban la configuración de la proteína, su peso molecular de 

forma significativa, ni movilidad electroforética. 
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Figura 4.5.  Movilidad electroforética de la apoferritina no modificada y modificada en su superficie 

externa. (A) Fotografía del gel de electroforesis sin teñir, (B) Fotografía del gel de electroforesis teñido 

con azul de Coomasie. En los distintos carriles se disponen: red-Ft en el carril 1, blue-Ft en el carril 2 y 

la apoferritina sin funcionalizar en el carril 3. 

 

En el espectro UV-vis de las muestras red-ApoFt y blue-ApoFt, mostrado 

en la figura 4.6, se deduce que no hay modificación del espectro tras la unión 

covalente de los distintos colorantes a la superficie externa de la proteína, dado 

que la posición de las bandas características tanto de la proteína como de los 

colorantes no varía. Este espectro tampoco presenta cambios significativos en un 

periodo de tres meses, lo que pone de manifiesto la gran estabilidad de las 

partículas coloreadas. 
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Figura 4.6. Espectro UV-visible de las muestras de red-ApoFt (A) y blue-ApoFt (B). En el recuadro 

superior se muestran las disoluciones obtenidas para las muestras: blue-ApoFt, red-ApoFt, blue-Ft y 

red-Ft, de izquierda a derecha.  
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La cantidad de moléculas de colorante unidas por proteína se determinó 

mediante los valores de absorbancia a 495 y 596 nm, para el colorante rojo y azul, 

respectivamente, ya que en esta zona del espectro visible no hay contribución de 

la proteína. Mediante la ley de Lambert-Beer podemos relacionar el valor de 

absorbancia del colorante con la concentración del mismo. Para ello, previamente 

tuvimos que calcular el coeficiente de extinción molar para cada uno de los 

colorantes utilizados, siendo éstos de 10000 M-1cm-1 para el colorante rojo y 21000 

M-1cm-1 para el azul. Finalmente se obtuvieron valores de 22 moléculas de 

colorante rojo y 40 del azul unidas a la proteína, tanto a la apoferritina como a la 

ferritina. La diferencia en el número de colorantes unidos por molécula de proteína 

pone de manifiesto un acceso más favorable del colorante azul que del colorante 

rojo a la misma como consecuencia de distintos factores conformacionales, 

estéricos,  etc. 

 

Las muestras de ferritina modificadas covalentemente con los colorantes, 

red-Ft y blue-Ft, también se analizaron por TEM. Como se puede observar en la 

figura 4.7, el núcleo metálico permanece compacto y con un tamaño similar al de 

la ferritina original,2 lo que sugiere que el material metálico encapsulado en la 

cavidad no se ve modificado por la funcionalización de la capa externa de la 

ferritina.  

 

 
 

A 
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Figura 4.7. Imágenes de TEM e histogramas de tamaño de las ferritinas-colorantes: (A) red-Ft y         

(B) blue-Ft. 

 

Los valores de magnetización expresados en emu/g de las nanopartículas 

de ferritina marcadas con los colorantes son muy cercanos a los mostrados por la 

ferritina nativa.3  Las curvas ZFC y FC de las red y blue ferritinas son similares 

entre sí (figura 4.8) y a su vez a la ferritina nativa. A altas temperaturas dichas 

curvas coinciden, pero al ir disminuyendo la temperatura comienzan a separarse 

mostrando un máximo en el caso de la ZFC a una temperatura de bloqueo de 

TB=12 K. Una consecuencia de la aparición de la temperatura de bloqueo es la 

existencia de un marcado ciclo de histéresis por debajo de esta temperatura, con 

un campo coercitivo de 2400 G a una temperatura de 2K.  

 

Los valores de TB, campo coercitivo y forma de los ciclos de histéresis de 

la red-Ft y blue-Ft son muy similares a los mostrados por la ferritina nativa. 

 

Los datos obtenidos por TEM y el estudio de las propiedades magnéticas, 

ponen de manifiesto que esta ruta química permite la modificación externa de las 

partículas de ferritina sin que se altere el núcleo metálico nativo. Estamos por tanto 

añadiendo una funcionalidad nueva en la capa externa (óptica), manteniendo la 

funcionalidad original del núcleo metálico (magnética). 

B 
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Figura 4.8. Curvas de magnetización ZFC/FC de las nanopartículas de ferritina marcadas con los 

colorantes azul, blue-Ft (rombos azules) y rojo, red-Ft (cuadros rojos) y de la ferritina nativa (línea 

verde). En la parte superior se observa el ciclo de histéresis a 5K. 

 

4.2. Ferritinas funcionalizadas como precursores de materiales 

nanoestructurados.  

 

Tradicionalmente se ha considerado que hay dos enfoques para la 

preparación de materiales nanoestructurados: el enfoque top-down y el enfoque 

bottom-up: 

 

· En el top-down, más utilizado por los físicos, se parte de un material a 

escala clásica y mediante diferentes técnicas se consigue obtener un 

material nanoestructurado. De forma somera se puede visualizar como la 

nanominiaturación de un objeto macroscópico. 
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· El bottom-up, más propio de los químicos, tiene un enfoque radicalmente 

opuesto: se manipulan “bloques” atómicos o moleculares para 

ensamblarlos de forma organizada y obtener el material nanoestructurado. 

 

Aprender a funcionalizar la ferritina a nivel de su capa externa nos permite 

diseñar una aproximación bottom-up que radique en colocar de forma ordenada 

partículas de ferritinas sobre superficies apropiadas. Estas superficies deberían 

contener grupos terminales capaces de reaccionar con las lisinas de la capa 

externa de la ferritina. En definitiva, el principio es trasladar la química llevada a 

cabo en el apartado 4.1, pero en vez de “marcar” la ferritina con una molécula 

mediante formación de un enlace covalente ferritina-molécula, en esta ocasión 

fijamos covalentemente la ferritina a una superficie que contiene grupos químicos 

capaces de reaccionar con los grupos aminos de las lisinas de la capa externa de 

la ferritina. En cierta forma, este tipo de reacción nos permite “decorar” de forma 

ordenada una superficie adecuada, construyendo un material nanoestructurado a 

partir de una deposición controlada de nanopartículas sobre un soporte 

determinado. 

 

Son numerosos los métodos de deposición de la ferritina que se han 

desarrollado en los últimos años, debido al gran número de aplicaciones 

tecnológicas que pueden desarrollarse en nanotecnología.4 La mayoría de estos 

métodos se basan en la adsorción de la ferritina sobre diversos sustratos a través 

de interacciones electrostáticas o hidrofóbicas.5,3,4 Al igual que para el caso de la 

ferritina, numerosos tipos de nanomoléculas magnéticas se han depositado sobre 

distintos sustratos esperando que tuviesen una amplia aplicación tecnológica 

como dispositivos de almacenaje electrónico,6 un claro ejemplo en este sentido 

son los clusters de Mn12.7 Veciana y colaboradores fabricaron un exitoso 

dispositivo de almacenaje electrónico basado en clusters de Mn12 depositados 

sobre una superficie adecuada.8 
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 El uso de la ferritina con la intención de obtener dispositivos magnéticos 

de este tipo puede ser interesante, ya que permitiría depositar un mayor número 

de iones magnéticos, que además presentan supermagnetismo con temperaturas 

de bloqueo mayores que las observadas para los clusters de Mn12 (5 K).  

 

Hemos desarrollado un proceso para construir nanomateriales a partir de 

partículas de ferritina, basado en la reacción de reconocimiento específico del 

SPDP (n-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato) con proteínas. Depositando 

partículas de ferritina sobre una superficie de Au modificada con SPDP.9 Esta 

molécula posee un extremo de tipo tiol, ideal para fijarse sobre superficies de Au, 

mientras que el otro extremo contiene un éster activado que queda disponible para 

reaccionar con las aminas de las lisinas de la capa externa de ferritina, dando 

lugar a la formación de grupos amidas que permite la inmovilización química de la 

ferritina en la superficie de Au modificada (figura 4.9). 

 

 
 

Figura 4.9. Esquema de la reacción llevada a cabo en la deposición de la ferritina sobre la capa de oro. 

 

El protocolo seguido se puede dividir en dos pasos. En un primer paso, la 

superficie de oro fue perfectamente lavada y posteriormente se trató con el SPDP; 
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tras 10 minutos de incubación se lavó exhaustivamente la superficie para eliminar 

el exceso de material SPDP no fijado con MeOH y se secó con corriente de argón. 

Se hizo un control mediante medidas de AFM (microcopio de fuerza atómica). Las 

imágenes obtenidas por AFM se muestran en la siguiente figura (figura 4.10). 

 

 
 

Figura 4.10. (A) blanco de la capa de oro usada para la deposición, (B) capa de oro tratada con tioles 

tras un periodo 1.30 h de incubación. 
 

Posteriormente en el segundo paso se depositaron las moléculas de 

ferritina sobre la capa de Au modificada (Au-SPDP) durante 3 h, lavada con agua y 

secada con Ar y se pasó a su estudio por AFM. La figura 4.11 muestra una 

distribución bastante homogénea de partículas Ft sobre la superficie de Au. El 

tamaño de las partículas de ferritina medidas mediante el AFM es del orden de 10 

nm de diámetro (recuadro superior de la figura 4.11 C), que es la altura 

habitualmente observada experimentalmente para ferritinas depositadas sobre 

diferentes superficies.10  

 

Estos resultados ponen de manifiesto que de acuerdo a lo diseñado, la 

reacción de ferritina con la superficie Au-SPDP da lugar a la formación de 

monocapas de partículas de ferritinas ancladas convalentemente a la superficie. 

2.0µm2.0µ m

(B) (A) 
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Figura 4.11. Imágenes de AFM de la deposición de las partículas de ferritina sobre la capa de oro 

tratada con tioles. (A y B) dos imágenes a distintos aumentos, 370 y 200 nm respectivamente. (C) 

Imagen recíproca de B; en el recuadro superior se observa una medida de la talla de la partícula 

depositada. 

 

Para poner en evidencia la ventaja del tratamiento de la capa de oro con el 

recubrimiento de los tioles en la distribución de la proteína en la superficie de oro, 

se hizo un blanco de ferritina sobre una superficie de oro no modificada con los 

tioles (SPDP). Tras una deposición de 15h de la ferritina sobre la superficie de Au 

las imágenes de AFM muestran acumulaciones de partículas de ferritina de forma 

incontrolada (figura 4.12). 

 

 
 

Figura 4.12. Imágenes de AFM de la deposición de las partículas de ferritina sobre la capa de oro sin 

tratarla con tioles. Se muestran dos imágenes a distintos aumentos (A) 1μm y (B) 400nm. 
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La funcionalización de la superficie externa de la ferritina para dirigir su 

deposición sobre capas de Au previamente modificadas parece ser un método 

adecuado para la fabricación de nanoarrays de ferritinas. Este procedimiento 

puede llevarse a cabo con otras metaloproteínas y concretamente con ferritinas 

modificadas tanto interna como externamente, dándoles una mayor utilidad o 

especificidad a dichos arrays.9 

 

 Todos los estudios de AFM se han llevado a cabo en colaboración con el 

Profesor D. Félix Zamora, y el Profesor D. Julio Gómez-Herrero, de la Universidad 

Autónoma de Madrid. 

 

4.3. Ferritinas fluorescentes 

 
Nanopartículas magnético-ópticas 

 

La funcionalización de la proteína con fluoróforos es más interesante 

desde el punto de vista tecnológico que la incorporación de colorantes, puesto que 

aporta una propiedad más interesante y de mayor potencialidad tecnológica. Para 

dicha funcionalización se utilizó el 7-(2- hidroxi)-4-nitrobenzofurano perteneciente a 

la familia de los fluoróforos 7-X-4-nitro-2,1,3,benzofurazano (NBD-X). 11 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4.13. Estructura de los fluoróforos NBD-X 
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Los fluoróforos de la familia NBD-X tienen una alta capacidad de reacción 

con grupos amino y sulfidrilo,12 permitiendo así detectar proteínas mediante 

espectroscopia de fluorescencia.13 La principal limitación de los NBD-X 

comerciales (NBD-Cl y NBD-F) es que poseen una baja solubilidad en agua. Por 

ello nosotros hemos trabajado con un derivado, en el que el grupo X es un alcohol 

alifático terminal, el 7-(2-hidroxietoxi)-4-nitrobenzofurazano (NBD-OCH2CH2OH, 

que denominaremos a partir de ahora NBD) (remitirse al apartado 2.5 del capitulo 

2),14 que presenta mayor solubilidad en agua y además, una mayor reactividad 

que sus precursores (figura 4.13).  

  

 Con objeto de poder caracterizar adecuadamente el producto de reacción 

entre el fluoróforo y ferritina, se hizo previamente un estudio de la reactividad 

del fluoróforo con el aminoácido lisina (figura 4.14).  

 

  

 

Figura 4.14. Esquema de reacción NBD-OCH2CH2OH + lisina  

 

 Al tratar el NBD con un exceso de lisina a pH básico, pH 8.0, se observó 

que el espectro UV-visible cambiaba drásticamente mostrando un incremento 

muy significativo de la banda de absorbancia a 475 nm. Para llevar a cabo este 

experimento se mezclaron 1.4 ml de una disolución 5.7x10-3 M de NBD con 1 

ml de una disolución de lisina 0.5 M, previamente tratada con NaHCO3, y se 
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incubó a temperatura ambiente. El desarrollo de la reacción se siguió en todo 

momento mediante espectroscopia UV-visible en el rango 210-600 nm. La 

reacción se considera finalizada cuando la absorbancia en el espectro UV-

visible no cambió en un periodo considerable de tiempo (3 h). A través de los 

datos obtenidos por este experimento se calculó el coeficiente de extinción 

molar a través del valor dado en la banda a 475 nm, asumiendo que se da la 

completa conversión del NBD, estimando un valor de ε475 = 23000 M-1 cm-1. 

  

 Al trasladar la misma reacción a la apoferritina, es decir hacer reaccionar 

NBD con ApoFt, se observa la misma tendencia (figura 4.15).  
 

 
Figura 4.15. Espectro Uv-vis del fluoróforo libre (NBD libre) y el fluoróforo marcado con lisina (NBD-Lys) 

y apoferritina (NBD-ApoFt) 
 

De igual modo se incubó la Ft con el fluoróforo a distintos tiempos (2, 8, 

14, 18, 24, 48, 72 y 96 horas) a temperatura ambiente y a pH básico. Se preparó 

una disolución, 2 ml de 1 mg/ml (en tampón HEPES, pH 8) y se le añadieron 7 mg 

de NBD-OCH2CH2OH, lo que se corresponde con un exceso molar de 160 con 

respecto a los 72 residuos de lisina expuestos por la proteína por los cuales se 

llevará a cabo la reacción. El exceso de fluoróforo se eliminó, de igual forma que 

en el caso de los colorantes, por diálisis exhaustiva frente a agua bidestilada y 
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cromatografia por exclusión de tamaño (Sephadex G-25). Finalmente se 

recuperaron las fracciones que contenían la proteína. 

 
El espectro UV-visible de las fracciones dializadas se muestra en la figura 

4.16. Aunque la banda característica de la ferritina en la región del visible no 

permite observar el cambio completo del espectro UV-visible, la principal 

característica de la reacción entre el fluoróforo y los residuos de lisina, es decir, el 

incremento de la absorbancia a 475 nm, sí es evidente.  
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Figura 4.16. Espectro UV-vis de las fracciones de diálisis obtenidas tras la incubación de la ferritina  

con NBD a diferentes tiempos (2-100 h). En el recuadro superior se muestra el número de fluoróforos 

unido por proteína a los diferentes tiempos de incubación. 

 

 La cantidad de moléculas de fluoróforo unidas por proteína se determinó 

mediante los valores de absorbancia a 475 nm, que se corresponden con la 

cantidad de enlaces entre lisinas y NBD. Previamente los espectros se 

corrigieron sustrayéndole el espectro original de la ferrritina, ya que esta 
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aproximadamente 400 nm. Mediante la ley de Lambert-Beer podemos 

relacionar el valor de absorbancia del fluoróforo con la concentración del 

mismo. El coeficiente de extinción molar usado fue, el calculado anteriormente, 

de 23000 M-1 cm-1.  

 

 El número de fluoróforos unidos por ferritina se estabiliza en 48 aunque 

incrementemos el tiempo de incubación, como se puede observar en la gráfica 

4.16 (recuadro superior) la curva se satura a tiempos superiores de 70 h, de 

hecho mayores tiempos de incubación provocaban una disminución o 

“quenching” de la fluorescencia, esto sugiere que como máximo sólo dos de los 

tres residuos de lisina presentes en cada una de las subunidades de la 

proteína son accesibles al fluoróforo (2 × 24 = 48) (Figura 4.16; 4.17). 

 

  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.17. Modelización del marcaje Lys-NBD con sus potenciales de energía (Kcal·mol-1) 

 

 Con objeto de entender mejor el alcance de esta vía de reacción, entre 

los aminoácios de lisinas presentes en la superficie externa de la ferritina y 

NBD, se llevó a cabo un estudio de simulación mediante potenciales de 

energía para dilucidar cuáles eran los dos residuos de lisina que eran atacados 

por el fluoróforo (Figura 4.17). Los residuos de lisina expuestos por cada una 
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de las subunidades de lisina son: lys83, lys97 y lys104. Los diferentes valores 

para el potencial de energía de estos tres residuos de lisina sugieren que los 

residuos lys83 y lys97 son los más favorables para reaccionar con el NBD, 

mientras que el residuo lys104 generalmente queda intacto. Igualmente se 

calculó la distancia existente entre los dos residuos de lisina que quedan 

marcados con el fluoróforo (lys83 y lys97), observándose un valor de 19.77 Å.  

 

El espectro de fluorescencia del NBD libre (espectro 1, Fig. 4.18) presenta 

dos grandes diferencias con respecto al espectro obtenido cuando el fluoróforo 

está unido a la ferritina (NBD-Ft, espectro 3-8), ya que hay un desplazamiento de 

las bandas de emisión y excitación, y un incremento de la intensidad de 

fluorescencia cuando el fluoróforo está unido a la ferritina. Estas dos 

características, excluyen la posibilidad de que el fluoróforo esté adherido a la 

superficie de la ferritina únicamente por fuerzas electrostáticas, sino que 

demuestran la existencia de un enlace químico, el cual es responsable del 

aumento de la fluorescencia. 

 

 El espectro de fluorescencia de las nanopartículas NBD-Ft a diferentes 

tiempos (espectros 3-8, Fig. 4.18) se comparó con dos controles, el fluoróforo 

libre (espectro 1) y el fluoróforo unido a la lisina (NBD-Lys, espectro 2). En los 

casos en los que el fluoróforo se incubó con la ferritina o la lisina, se observó 

un incremeto de la señal de fluorescencia con respecto al espectro mostrado 

por el fluoróforo libre, este incremento de la intensidad de fluorescencia parece 

ser debido a la formación del enlace amida entre los grupos amino y el NBD.15 

Al comparar las intensidades de fluorescencia de las muestras NBD-Lys 

(espectro 2) y NBD-Ft (espectro 3), incubadas con la misma concentración de 

fluoróforo, se observó un incremento en la intensidad de fluorescencia cuando 

el NBD se encontraba anclado a la ferritina (NBD-Ft), lo cual indica que la 

ferritina genera un efecto potenciador de la fluorescencia con respecto a la Lys 

libre. Un efecto similar se ha observado en algunos casos en los que se ha 
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llevado a cabo una reacción química entre fluoróforos del tipo carbocianina 

(Cy5) y cápsidas de virus.16 

 

 

 

 
 

Figura 4.18. Espectro de fluorescencia (excitación y emisión) de: NBD libre (espectro 1), NBD-Lys 

(espectro 2) y NBD-Ft (espectro 3-8) a distintas concentraciones. En la tabla se muestran el número de 

moléculas de NBD unidas por ferritina a los distintos tiempos de incubación. 

  

 Los estudios realizados mediante TEM muestran que la estructura nativa 

del núcleo de la ferritina permanece intacta tras la funcionalización química de 

su envoltura proteica. Una imágen típica de TEM de las nanopartículas de 

ferritina funcionalizadas con el NBD, NBD-Ft, se muestra en la figura 4.19. El 

diámetro medio de dichas nanopartículas fue de 5 nm, lo que indica que no 

había agregación y que se trataba de partículas perfectamente aisladas y 

solubles en agua. 
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Figura 4.19. Micrografía de TEM de la ferritina funcionalizada con el fluoróforo (NBD-Ft) 

 

 El estudio de las propiedades magnéticas de las partículas de ferritina 

funcionalizadas con el fluoróforo perteneciente a la familia NBD-X muestra que no 

existen cambios significativos, permaneciendo intactas las propiedades 

magnéticas del núcleo metálico tras la modificación externa de la nanopartículas 

como se puede observar en la siguiente figura (figura 4.20). 

 
Figura 4.20. Curvas de ZFC/FC de las nanopartículas de NBD-Ft y de la ferritina nativa. En la parte 

superior se observa el ciclo de histéresis de dichas muestras a 5 K 
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Las partículas de ferritina marcadas con el fluoróforo NBD mantienen su 

solubilidad en agua. También se ha demostrado que el fluoróforo mantiene su 

actividad después de cuatro meses anclado a la ferritina (perdida del 3% de 

fluorescencia), lo que pone de manifiesto una alta estabilidad química y 

fotoestabilidad de estas partículas fluorescentes. 

 

La solubilidad en agua y estabilidad de estas nanopartículas 

funcionalizadas, hacen que estas partículas puedan ser adecuadamente 

manipuladas en disolución para ser depositadas sobre un sustrato, para la 

fabricación de materiales nanoestructurados, por ejemplo mediante la técnica de 

Langmuir-Blodgett (LB), obteniendo así capas finas o “films” de nanopartículas 

ordenadas que mantienen las propiedades de dichas nanopartículas (magnéticas 

y ópticas).  
 

 
Figura 4.21. Espectro de fluorescencia de la deposición en films de NBD-Ft, (A) espectro de 

excitacióndel film (470 nm), (B) espectro de emisión del film (542 – 600 nm)  
 

Este trabajo se llevó a cabo en colaboración con el Dr. Miguel Clemente y 

el Profesor Eugenio Coronado (ICMMol-Universidad de Valencia.). Las 

propiedades fluorescentes de las partículas NBD-Ft persisten en los LB “films”, 

(como se muestra en la figura 4.21) de igual manera, dichos “films” presentan unas 

propiedades superparamagnéticas similares a las que muestra la ferritina nativa.3  

Podemos por tanto concluir que este procedimiento permite trasladar las 
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propiedades de la nanopartículas al nanomaterial en este caso del tipo Langmuir-

Blodgett. 

 

 La deposición organizada de ferritina constituye un importante paso en la 

investigación en el campo de los materiales, ya que presenta numerosas 

aplicaciones. En este sentido, la viabilidad de esta posibilidad ha abierto una ruta a 

explorar en un futuro inmediato, la deposición de diferentes nanopartículas de 

ferritinas magnético-ópticas. 

 

FRET: Transferencia de Energía de Fluorescencia en una nanopartícula. 
 

La presencia de dos fluoróforos adecuados a una distancia apropiada 

puede generar fenómenos de transferencia de energía (FRET): la excitación a la 

longitud de onda del dador puede generar una energía de emisión que es utilizada 

para excitar al fluoróforo aceptor, dando lugar a la de emisión del aceptor y por 

consiguiente a un aumento del valor de Stokes (que se corresponde con la  

diferencia de longitudes de onda entre la excitación y emisión del fluoróforo) (figura 

4.22). 

 
 

Figura 4.22. Solapamiento de la banda de emisión y excitación de ambos fluoróforos que  permiten la 

existencia de fenómenos de transferencia de energía de fluorescencia, FRET. 
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La obtención de un fenómeno de este tipo nos abre un amplio abanico de 

aplicaciones, como por ejemplo, como sensor de la asociación-disociación de las 

subunidades constituyentes de un buen número de biomoléculas.   

 

El espectro de excitación del fluróforo Alexa Flúor 430 (AF430, banda de 

excitación a 350 nm y de emisión a 430 nm) solapa con el espectro de emisión del 

fluoróforo Alexa Flúor 350 (AF350, excitación a 327 nm y emisión a 350 nm). Por 

ello los elegimos como candidatos, a priori, para generar el fenómeno de FRET al 

unir covalentemente ambos fluoróforos a la superficie de la ferritina a través (al 

igual que en el caso del NBD) de los residuos de lisina que la ferritina expone en 

su capa externa. Inicialmente se llevó a cabo un estudio de cada uno de los 

fluoróforos por separado, tanto con la ferritina como con la apoferritina. 17 

 

Para la incorporación de estos fluoróforos a la apo- o ferritina, se utilizaron 

sus ésteres activados (succinimidil ésteres), que son muy reactivos con los grupos 

NH2 de la ferritina. Los Alexa Flúor muestran una gran intensidad de fluorescencia 

y alta fotoestabilidad (al menos durante tres meses). Entre sus ventajas también 

podemos citar que son solubles en agua, permiten trabajar en un amplio rango de 

pH (2-10), y como se comentó anteriormente, su derivado succinimidil éster 

presenta una alta reactividad frente a aminas primarias (R-NH2), formando enlaces 

amidas muy estables.  

 

A una disolución de apo- o ferritina comercial se le añadió un exceso del  

derivado succinimidil éster del AF350, (figura 4.23) y se incubó durante 5 h a 

temperatura ambiente protegiéndolas de la luz. El exceso de alexa se eliminó por 

diálisis exhaustiva y cromatografía de igual modo que en los casos anteriores 

(colorantes orgánicos y fluróforo NBD)  
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Figura 4.23. Estructura del Succinimidil éster Alexa Flúor 350 y espectro de emisión del succinimidil 

éster del Alexa Flúor 350 al excitar a 325 nm. 

 

El procedimiento llevado a cabo por la incubación del succiminidil éster del 

AF430, (figura 4.24) es idéntico al que se siguió para el fluoróforo succinimidil 

éster Alexa Flúor 350, tanto para la ferritina como para la apoferritina.                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 4.24. Estructura del Succinimidil éster Alexa Flúor 430 y espectro de emisión del succinimidil 

éster del Alexa Flúor 430 al excitar a 425 nm. 

 

La colelución ferritina/Alexa 350 se puede observar en la figura 4.25, 

donde se representan los valores de absorbancia de los espectros UV-visible a 

280 nm (proteína) y fluorescencia de emisión (al excitar las muestras a 327 nm) de 

las fracciones obtenidas de la cromatografía. Resultados similares se obtienen 

para el perfil de coelucción de la Ft-AF430. 
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Figura 4.25. Perfil de coelución de la Ft-AF350.  

 

La comigración por electroforesis nativa en gel de poliacrilamida (figura 

4.26) del sistema ApoFt-Alexa Flúor es una prueba experimental más de la exitosa 

funcionalización de la proteína con los fluoróforos de tipo Alexa Fluor. La proteína 

funcionalizada y la proteína nativa presentan el mismo patrón de migración lo que 

indica que mantienen su integridad estructural, puesto que la introducción de 

nuevos grupos en la superficie no varía la configuración de la proteína ni varían en 

gran medida su peso molecular ni su carga. 

 

 
 
Figura 4.26. Movilidad electroforética de la apoferritina no modificada y modificada en su superficie 

externa, (A) Fotografía del gel de electroforesis sin teñir bajo la luz ultravioleta, (B) Fotografía del gel de 

electroforesis teñido con azul de Coomasie. En ambas fotografías en el carril 1 se representa 

apoferritina- AF350 y en el  carril 2 la apoferritina sin modificar 
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La cantidad de moléculas de fluoróforos unidas por proteína se determinó 

mediante la ley de Lambert-Beer. Para ello se tomaron los valores de absorbancia 

en el espectro UV-visible a 350 nm para el AF350 y la proteína se monitoriza a 280 

nm. En el caso del AF430 los valores de absorbancia se toman a 430 nm y la 

apoferritina se monitoriza igualmente a 280 nm. Los valores de los coeficientes de 

extinción molar usados son los indicados en la bibliografía,18 para el fluoróforo 

AF350 es de 19000 M-1 cm-1 y para el  fluoróforo AF430 es de 16000 M-1 cm-1. El 

coeficiente de extinción usado para la apoferritina es ε280= 427200 M-1 cm-1. En el 

caso de la ferritina la concentración utilizada en este cálculo es la inicial. 

 

Los valores obtenidos son de nueve moléculas del AF350 por apoferritina 

y de seis moléculas del AF430 por apoferritina. Estos valores son muy cercanos a 

los obtenidos para la ferritina. 

 

Viendo que los resultados obtenidos para la funcionalización de la ferritina 

con cada uno de los fluoróforos por separado eran bastante alentadores y 

exitosos, nos planteamos que si era posible anclar convalentemente los fluoróforos 

independientemente, por qué no hacerlo de forma simultánea trabajando con 

disoluciones que contuvieran mezclan de ambos alexa flúor (AF), buscando los 

fenómenos de transferencia de energía. Se llevaron a cabo reacciones de ferritina 

y apoferritina con mezcla de ambos fluoróforos AF350/AF430, con la idea de 

incorporar diferente número de cada uno de los fluoróforos y hacer un estudio de 

en qué situaciones aparecen fenómenos de FRET. Para ello se prepararon 

distintas soluciones de ferritina, y se incubaron con distintas cantidades de ambos 

fluoróforos, probando las proporciones molares 1:1, 1:2, 1:3, 1:5 y 1:10 

(AF350:AF430). También se probó un amplio rango de tiempos de incubación que 

van desde las 3 h a las 24 h. El exceso de los fluoróforos, alexa flúor, se eliminó al 

igual que en el caso en el que únicamente adicionamos uno de los fluoróforos a la 

proteína, por diálisis exhaustiva frente a agua milli-Q y posterior cromatografía por 

exclusión de tamaño (Sephadex-G25), recuperándose las fracciones que 
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contenían la proteína. Este mismo procedimiento se llevó a cabo para las 

muestras realizadas con apoferritina.  

                                                                                                                                           
Como se puede observar en el espectro de emisión de la figura 4.27, al 

incubar la apoferritina con los dos fluoróforos en proporción molar 1:2, e irradiar a 

327 nm, no sólamente vemos la emisión del Alexa Flúor 350 (441 nm) sino 

también la del Alexa Flúor 430 (540 nm). Esta segunda emisión nos confirma la 

existencia de la transferencia de energía debida al fenómeno de FRET, ya que 

parte de la emisión del Alexa Flúor 350 excita al AF430, por lo que aparece la 

emisión a 540 nm debida a la excitación del Alexa Flúor 430.  
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Figura 4.27. Espectro de emisión de la apoferritina-AF350/430 en proporción 1:2 (λ de excitación de 

324 nm) 

 

Lo primero que se estudió es el efecto de la estequiometría del dador y el 

aceptor sobre el FRET (figura 4.28 y 4.29). Cuando la proporción molar que existe 

entre Alexa Flúor 350 y Alexa Flúor 430 es 1:1, no se observa FRET. Si la 

proporción molar entre los dos fluoróforos es 1:2, se observa un claro fenómeno 

de FRET en el que la fluorescencia debida al Alexa Flúor 350 es de la misma 

magnitud que la correspondiente al AF430. La incubación de la proteína con los 

dos fluoróforos se realizó de forma directa y posteriormente las muestras fueron 

dializadas y cromatografiadas para eliminar el posible exceso de fluoróforo.  
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Se intentó aumentar el efecto haciendo que la transferencia de energía entre 

el dador y el aceptor fuera total (es decir que desapareciera por completo la 

emisión del fluoróforo dador, AF350) y para ello se incrementó la concentración del 

aceptor frente al dador. En el caso de la apoferritina se probó con una proporción 

molar entre los dos  fluoróforos de 1:3; los resultados muestran que sí hay FRET y 

que al igual que en el caso anterior el pico de fluorescencia debido al AF350 es 

mayor que el obtenido para el AF430 e incluso las intensidades se incrementaron 

considerablemente frente a las obtenidas en la proporción 1:2, pero no 

conseguimos que la transferencia de energía fuera total, sino que se incrementan 

las intensidades de los dos fluoróforos por igual, puesto que se mantiene la 

relación de intensidades entre los picos debidos a AF350 y AF430. Continuamos 

incrementando la proporción del fluoróforo aceptor frente al dador, en este caso 

incubamos la apoferritina con una proporción 1:10 del AF350:AF430. Y así nos 

acercamos mucho a la transferencia total de energía, ya que conseguimos que el 

pico debido al segundo fluoróforo, el aceptor, sea muy superior en intensidad 

frente al primero, el dador.  
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Figura 4.28. Espectro de emisión de la ApoFt-AF350-AF430 a distintas proporciones de ambos 

fluoróforos (λ de excitación de 324 nm). 

 

 Un resultado similar se obtuvo al incubar la ferritina con los dos fluoróforos 

con una proporción molar entre AF350:AF430 de 1:5. 

1:10 

1:3 
1:1 

1:2 
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Figura 4.29. Espectro de emisión de la Ft-AF350-AF430 a distintas proporciones de ambos fluoróforos 

(λ de excitación de 324 nm). 

 

Se calculó el número de moléculas de cada uno de los fluoróforos que se 

unen por proteína en las distintas proporciones mediante espectroscopia UV-

visible (tabla 4.1).  

 

Concretamente, la concentración del AF430 se determinó directamente del 

valor de la absorbancia a 430 nm, puesto que a esta longitud de onda, la 

absorción de la proteína y AF350 son despreciables. A partir del valor de 

absorbancia a 430 nm y considerando el coeficiente de extinción molar             

(ε430 = 16000 M-1 cm-1), se obtuvo por aplicación de la ley de Lambert-Beer, el valor 

de concentración. Para calcular la concentración del segundo fluoróforo, AF350, 

se midió la absorbancia experimental a 350 nm en el espectro UV-visible y se le 

restó la correspondiente al AF430, que absorbe a esta longitud de onda con un 

coeficiente de extinción molar de ε350(AF430) = 8000 M-1 cm-1. A partir de este 

valor de absorbancia corregida y considerando un ε350(AF350) = 19000 M-1 cm-1, 

se obtuvo el valor de la concentración de AF350. Finalmente, la concentración de 

proteína se calculó directamente del valor de absorbancia a 280 nm                       

(ε280 = 427200 M-1 cm-1), considerando, por nuestras observaciones, que la 

absorbancia de ambos fluoróforos a esta longitud de onda es despreciable con 

respecto a la proteína.  

1:5 
1:2 
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Para el caso de las muestras con ferritina, la concentración de la proteína 

fue considerada la inicial. En este sentido, los experimentos llevados a cabo con 

apoferritina ponen de manifiesto que no hay cambios significativos en la 

concentración inicial y final de la proteína. 

 

Los resultados obtenidos para las muestras realizadas con apoferritina son 

los mostrados en la tabla 4.1 y dichos valores son trasladables a los ensayos 

realizados con ferritina. 

 

Tabla 4.1. Número de moléculas de fluoróforo por proteína calculado mediante la ley de Lambert-Beer 

y presencia o no del fenómeno de transferencia de energía para cada una de las proporciones 

estudiadas. 

 

Se estudió la influencia del tiempo de incubación y se realizaron ensayos 

con distintos tiempos (3 h y 24 h).  

 

 
Figura 4.30. Espectro de emisión de ApoFt-AF350-AF430 (1:1) a tiempos de incubación de 3 y 24 h. 

AF350:AF 430 nº AF350 nºAF430 FRET 

1:1 8 10 NO 

1:2 6 17 SI 

1:3 10 19 SI 

1:10 6 35 SI 
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Comparando los valores de intensidad de fluorescencia y el número de 

moléculas de fluoróforo unidas por apoferritina, se observó que no había grandes 

diferencias (figura 4.30), lo que nos indica que estos fluoróforos son altamente 

reactivos y que con 3 h de incubación era suficiente para llevar a cabo la reacción 

de los fluoróforos con la proteína, tal y como se muestra en la siguiente figura. 
 

Por tanto se demostró que incubando la proteína con distintas 

proporciones del AF350 y AF430 se obtienen distintos perfiles de FRET, por lo que 

controlando la proporción entre los dos fluoróforos podemos controlar dicha 

transferencia de energía. De los valores presentados en la tabla 4.1 dedujimos 

que cuando el número total de fluoróforos unidos covalentemente a la ferritina era 

inferior a 24 (que si recordamos es el número de subunidades que componen la 

proteína) no se daba el fenómeno de transferencia de energía y sin embargo 

cuando este número es mayor o igual a 24 si existía FRET. 

 

La existencia de FRET requiere lógicamente una cercanía espacial entre 

el fluoróforo dador y el fluoróforo aceptor, se considera que las distancias entre los 

fluoróforos deben ser menores a 6 nm para que se pueda dar el fenómeno de 

transferencia de energía.19 Esto, junto con los datos obtenidos en la tabla 4.1 que 

indican que sólo cuando el número de fluoróforos anclados a la superficie externa 

de la ferritina es superior o igual al número de subunidades de la proteína (24), 

nos hizo pensar que probablemente la existencia de FRET requeriría la presencia 

de ambos fluoróforos en una misma subunidad de ferritina, donde la distancia 

entre fluoróforos se hace mínima (concretamente la distancia existente entre las 

distintas lisinas de una misma subunidad es del orden de 1.5 a 3 nm). Para 

investigar más este aspecto se llevaron a cabo varios experimentos, basados 

todos ellos en el conocido hecho de que la apoferritina se disocia en sus 

subunidades a pH 2 para volverse a autoasociar a pH por encima de 7.20 

 

Cuando a una muestra de apoferritina, que se había incubado con los dos 

fluoróforos de la familia Alexa, AF350 y AF430, en proporción 1:2 y que por tanto 
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presentaba FRET, se le sometió a un cambio de pH, pasando de pH 8 a pH 2, 

mediante 15 min de diálisis frente a HCl 0.1 M y tras 3 h de incubación 

asegurándonos que las partículas estaban totalmente disociadas en sus 24 

subunidades, se observó la permanencia de FRET mediante estudios de 

fluorescencia, puesto que no se observaron diferencias significativas entre las 

intensidades de fluorescencia medidas a pH 8 y a pH 2 (tabla 4.2).  

 
Tabla 4.2. Valores de intensidad de la fluorescencia de la ApoFt-AF350-AF430 (1:2) al variar el pH de 8 

a 2. (λem = longitud de onda de emisión) 

 

Este resultado sugiere que el FRET permanece aunque disociemos la 

apoferritina en sus subunidades. Esta permanencia de FRET en la apoferritina 

disociada debe ser consecuencia de la existencia de ambos fluoróforos en al 

menos alguna subunidad, y de ahí que la disociación no afecte a la intensidad ni el 

patrón del FRET (figura 4.31). 
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Figura 4.31. Espectro de fluorescencia de la ApoFt-AF350-AF430 (1:2) al variar el pH de 8 a 2.   

λ excitación 
(nm) 

Ancho 
rendija 

pH 8 
( λem440nm) 

pH 8 
( λem540nm) 

pH 2 
( λem440nm) 

pH 2 
( λem540nm) 

327 5-5 143.50 45.24 129.53 51.81 

327 5-10 502.59 150.25 448.78 190.24 

425 5-5 - 146.34 - 170 

440nm 

540nm 
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Un segundo experimento confirmó esta hipótesis (figura 4.32). Realizamos 

un ensayo en el que se prepararon dos muestras en las que se incubó la proteína 

con cada uno de los fluoróforos por separado. Partiendo de una solución de 

apoferritina comercial se prepararon dos disoluciones (2 ml 1 mg/ml). Cada una de 

estas disoluciones se incubó separadamente con únicamente uno de los 

fluoróforos. La muestra ApoFt-AF350 se incubó con 0.4 mg del fluoróforo 

succinimidil éster Alexa Flúor 350 y la otra muestra, ApoFt-AF430, se incubó con 

1.3 mg de succinimidil éster Alexa Flúor 430. El tiempo de incubación en ambos 

casos fue de 3 h a 4ºC y protegidas frente a la luz. El exceso de fluoróforo de cada 

una de las muestras se eliminó por diálisis exhaustiva frente a agua milli-Q durante 

2 días, haciendo cambios de agua cada 6 h. 

 

Se recuperaron las disoluciones dializadas y se les realizó un cambio de 

pH mediante 15 min de diálisis frente a HCl 0.1 M llegando a un pH final de 2. Una 

vez que ambas muestras ApoFt-AF350 y ApoFt-AF430 estaban a pH 2 y por tanto 

la proteína se había disociado en subunidades se juntaron las dos disoluciones, la 

que contenía ApoFt-AF350 y la de ApoFt-AF430, y se incubaron durante media 

hora en agitación para que la disolución resultante se homogeneizara. A 

continuación, se  les volvió a subir el pH a 8, por diálisis de la muestra frente a 

HEPES 8, para que la proteína se autoensamblara, obteniendo así moléculas de 

apoferritina que contendrían subunidades marcadas con AF350 y subunidades 

con AF430, pero obligatoriamente los dos fluoróforos se dispondrían en 

subunidades diferentes (RApoFt-AF350-AF430). Es conveniente recordar que 

estudios previos han demostrado que la proteína a pH límite, pH 2, se 

desnaturaliza rompiéndose en sus 24 subunidades y que cuando volvemos a subir 

el pH a un pH fisiológico, con un rango comprendido entre 7,4-8 la proteína se 

renaturaliza volviendo a su configuración nativa.20  

 

En este ensayo la cantidad final de los fluoróforos en la partícula 

reconstituida se corresponde con una proporción molar 1:2 entre los dos 

fluoróforos (AF350:AF430) 
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Figura 4.32. Disociación de las partículas AF350-ApoFt y AF430-ApoFt en sus subunidades y posterior 

reensamblaje de las subunidades de la mezcla, obteniéndose partículas RApoFt-AF350-AF430 

compuestas por AF350 y AF430 (8 AF350 + 8 AF430-ApoFt), adición de más AF430 incrementando la 

proporción de AF430 en la muestra anterior, 8 AF350 + 18 AF430-ApoFt. Las subunidades azules y 

amarillas representan las subunidades de AF350-ApoFt y AF430-ApoFt, respectivamente. Las 

subunidades blancas son aquellas que no han sido funcionalizadas con ningún fluoróforo. Las 

subunidades verdes son las que contienen ambos fluoróforos a la vez.  

ApoFt

AF430AF350 

disociación 

8 AF350 + 8 AF430-ApoFt

pH7 
pH7 

8 AF350 + 18 AF430-ApoFt
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 Al estudiar la fluorescencia irradiando la muestra a 350 nm observamos 

(figura 4.33) que no había FRET, ya que aparecía un único pico de emisión 

centrado a 440 nm, y al irradiar a 427 nm se observaba una única emisión a 

aproximadamente 520 nm, lo que indicaba que los dos fluoróforos estaban unidos 

a la proteína, sin embargo no había FRET. Los resultados de este segundo 

ensayo nos ponen de manifiesto que cuando los fluoróforos están unidos en 

subunidades diferentes no se da el fenómeno del FRET. 

 

El número de fluoróforos unidos a la proteína se calculó nuevamente a 

través de la ley de Lambbert-Beer, en este caso el número de moléculas de Alexa 

Flúor 350 que se unieron fue de 8 moléculas por apoferritina y para el Alexa Flúor 

430 se unieron 8 moléculas por apoferritina.  

 
Figura 4.33. Espectro de emisión de las nanopartículas de apoferritina reconstituidas con cada uno de 

los fluoróforos en subunidades diferentes. El espectro se toma en el caso de la línea azul (AF350) 

excitando a 324 nm y fijando la emisión en un rango de 400-600 nm; y en el caso de la línea magenta 

(AF430), la λ de excitación es de 425 nm y la emisión se fija en un rango que va desde los 450 a los 

600 nm. 
 

Confirmamos nuevamente que es imprescindible que ambos fluoróforos se 

dispongan en la misma subunidad para que se de el fenómeno de transferencia de 

energía (FRET) puesto que al incubar la muestra anterior, en la que AF350 y 

AF430 se encontraban indiscutiblemente unidos a subunidades diferentes de la 

apoferritina, con una mayor cantidad del fluoróforo aceptor (AF430) apareció 
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nuevamente dicho fenómeno. Tras incubar la muestra con AF430 hasta tener una 

proporción de 1:3 (AF350:AF430) y excitarla a 327 nm el espectro de fluorescencia 

(figura 4.34) nos muestra dos picos claros de emisión uno menos marcado a  

aproximadamente 440 nm (debido a la excitación del fluoróforo dador) y otro de 

mayor intensidad a aproximadamente 540 nm (correspondiente a la excitación del 

fluoróforo aceptor).  
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Figura 4.34. Espectro de emisión de las nanopartículas de apoferritina reconstituidas, con cada uno de 

los fluoróforos en subunidades diferentes, incubadas con mayor cantidad de AF430 llegando a una 

proporción final de 1:3. 

 

 Cabía la posibilidad de que en la muestra de disociación/asociación (8 

AF350 + 8 AF430-ApoFt, figura 4.32) no se diese el fenómeno de transferencia de 

energía debido a que la cantidad de fluoróforos con la cual se había conjugado la 

ApoFt no era suficiente para mostrar FRET. Para eliminar esta posibilidad se hizo 

un estudio de dilución, en el cual se tomó una muestra de ApoFt marcada con 

ambos fluoróforos en proporción 1:2 y que presentaba FRET (11 AF350 + 16 

AF430-ApoFt), se disoció en sus 24 subunidades mediante diálisis frente a HCl 

(pH 2, 30 min), cuando la muestra estaba ya totalmente disociada se incubó con la 

misma cantidad de ApoFt no marcada con AF e igualmente disociada en sus 

subunidades. La mezcla de ambas muestras disociadas en subunidades (ApoFt 

con FRET y ApoFt no funcionalizada) se incubó durante 20 min. 
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 Tras el periodo de incubación se subió el pH de la disolución hasta 8 por 

adición de NaOH, reconstituyéndose así la proteína. Por espectroscopia UV-Vis se 

estudió el número de flúoróforos por proteína reconstituida, los valores obtenidos 

fueron de  4 AF350 + 9 AF430 por molécula de ApoFt. Al estudiar las propiedades 

de fluorescencia de dichas partículas se observó la permanencia de FRET, lo que 

nos demostró irrevocablemente que si ambos fluoróforos están anclados a una 

misma subunidad de la proteína se da dicho fenómeno de transferencia de 

energía aunque la cantidad de fluoróforos por ferritina sea muy pequeña. 
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5. MODIFICACIÓN DEL NÚCLEO METÁLICO DE LA 

FERRITINA 
 
 

Son numerosos los procedimientos de síntesis, tanto físicos como 

químicos, que se han desarrollado en las últimas décadas para la síntesis de 

nanopartículas, con el propósito general de controlar sus propiedades. Algunos de 

los puntos importantes que debemos tener en cuenta en el procedimiento de la 

síntesis son: 1  

 

· Control de la distribución de las nanopartículas (uniformidad) y control del 

tamaño de las partículas ¿Pueden ser sintetizadas nanopartículas 

monodispersas? ¿Podemos controlar el tamaño de las nanopartículas de 

manera reproducible?  

 

· Cristalinidad y estructura cristalina. ¿Podemos obtener materiales con un 

grado satisfactorio de cristalinidad y  la estructura cristalina deseada? 
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· Control de la forma. ¿Podemos sintetizar nanopartículas no esféricas y 

anisotrópicas? 

 

·  Ordenamiento de las nanopartículas en substratos. 

 

·  Control de la agregación de las nanopartículas. 

 

·  Control y flexibilidad de la composición química de las nanopartículas. 

 

Son muchos los métodos químicos empleados en la síntesis de materiales 

nanoestructurados. Se pueden sintetizar partículas de un rango de tamaño 

comprendido entre la escala nanométrica y la micrométrica, por control durante la 

síntesis mediante el uso de competidores entre la nucleación y el crecimiento. En 

general, el tamaño de las nanopartículas puede ser controlado por ajuste de los 

distintos parámetros de reacción, como son el tiempo de reacción, la temperatura, 

la concentración de los reactivos y la estabilización del surfactante. 

 

De entre los numerosos métodos de preparación de nanopartículas que se 

encuentran en la bibliografía, cabe citar: 2 

 

· Coprecipitación. Los primeros intentos de sintetizar nanopartículas se 

realizaron mediante este proceso, la coprecipitación de productos desde 

soluciones acuosas seguida de una descomposición térmica de estos 

productos. (a) Precipitación de metales por descomposición de 

precursores organometálicos. Es el método más antiguo que se conoce en 

la preparación de metales coloidales. Se ha logrado la síntesis de 

nanopartículas esféricas monodispersas (2 nm) de Fe a partir de la 

descomposición termal de un precursor organometálico, en concreto el 

[Fe(CO)5] en presencia de un surfactante, el óxido de trioctilfosfina 

(TOPO). (b) Precipitaciones controladas. Los reactivos se mezclan a 

temperatura ambiente, la mezcla resultante de la reacción se calienta 
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suavemente para generar los núcleos metálicos de manera controlada. 

Posteriormente el crecimiento de las partículas ocurre por la adicción de 

especies reactivas. El tamaño de la partícula puede ser también 

incrementado por procesos de “Oswalt ripening” al aumentar la 

temperatura, en el que las nanopartículas de menor tamaño se 

redisuelven y se depositan sobre las nanopartículas de mayor tamaño. El 

crecimiento de las nanopartículas se puede detener por disminución de la 

temperatura de reacción. (c) Precipitación de metales por reducción. La 

precipitación de metales desde soluciones acuosas o no acuosas requiere 

la reducción química del catión metálico. Se pueden usar distintos tipos de  

reductores como el  H2, el citrato sódico o el borohidruro sódico (NaBH4) 

(d) Precipitación de metales por reducción electroquímica. No es un 

método muy utilizado. Implica la reducción de la disolución aniónica del 

metal a la sal metálica intermediaria en el cátodo. Dicha reducción debe 

ser llevada a cabo en presencia de un estabilizador para prevenir que las 

partículas se depositen sobre el cátodo. Mediante este método Reetz 3 

obtuvo partículas de Pd de ≈ 4.8 nm, que tras la reducción (0.1 mA/cm2 y 

1V) se recuperaron por decantación y se resuspendieron en 

tetrahidrofurano o tolueno. (e) Precipitación de metales por reducción 

mediante radiación. El ejemplo más obvio es la fotoreducción de 

soluciones acuosas de AgNO3 bajo la exposición de luz UV (243 nm) y en 

presencia de poli(N-vinilpirrolidona) (PVP) como estabilizador. Todos los 

metales nobles y un gran número de iones metálicos de potencial de 

reducción muy negativo pueden ser reducidos en solución acuosa bajo la 

exposición de radiaciones-γ. 

 

· Procesos de Sol-Gel. Este proceso se caracteriza por una serie de 

pasos: Inicialmente se sintetiza una solución estable que se usa como 

precursor (sol). Posteriormente se obtiene el gel mediante reacciones de 

poliesterificación o policondensación, incrementando la viscosidad de la 

solución. A través de un proceso denominado “Syneresis”, el gel se 
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transforma en una masa sólida, mediante reacciones de policondensación. 

El gel se lleva a secado, en este paso se elimina el agua y los líquidos 

volátiles, y posteriormente se deshidrata, se eliminan los grupos OH- de la 

superficie, estabilizando así el gel frente a la rehidratación. Finalmente se 

descompone el gel a altas temperaturas (T >800ºC). 

 

· Microemulsión reversa. El pequeño tamaño de las micelas reversas 

permite que estén en un continuo movimiento Browniano, lo que favorece 

la colisión entre ellas: una de cada mil de estas colisiones resulta en la 

formación de un dímero con una vida media de ≈ 100 ns, tiempo en el cual 

puede intercambiarse el material que hay en el interior de cada una de 

estas micelas, ya que se forma un equilibrio que favorece la distribución 

del contenido. Cuando una de las micelas contiene una disolución de una 

sal metálica y se adiciona otra micela que posee un agente reductor, los 

cationes metálicos serán reducidos a estado metálico (M0). Este proceso 

ha sido extrapolado para la formación de partículas de derivados del azul 

de Prusia mediante reacción de dos microemulsiones que contienen dos 

“building blocks” metálicos pertinentes. 4, 5 

 

· Procesos Hidrotermales/Solvotermales. Los disolventes se llevan a 

temperaturas cercanas a las de su punto de ebullición. En estas 

condiciones de temperatura y alta presión el disolvente pasa a estar en 

estado supercrítico, en el cual posee propiedades intermedias entre el 

estado gas y líquido, lo que incrementa la solubilidad y reactividad de los 

metales.  

 

· “Templated Synthesis”. Esta técnica se utiliza generalmente para 

aumentar el tamaño medio de las nanopartículas, ya que se usa como 

base una partícula ya existente y sobre esta se genera la nueva partícula. 

Un ejemplo es la deposición de Au3+ sobre partículas de Au coloidal o Ag+ 
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sobre partículas coloidales de Ag. Este método también se puede usar en 

la síntesis de estructuras del tipo “core-shell” u “onion estructures”.  

 

· Biomimética. En este procedimiento se usan biomoléculas cuyas 

propiedades físicas, químicas y estructurales permiten la generación de 

materiales o partículas a escala nanométrica.  

 
Nos basamos en este último procedimiento de la biomimética, en particular 

en el uso de la cavidad hueca de la proteína apoferritina, para la formación de 

nanopartículas metálicas no agregadas y solubles en agua, puesto que un ejemplo 

típico de este tipo de moléculas es la ferritina. 6 Este procedimiento nos permite 

mantener un control de la homogeneidad del tamaño y la forma de las 

nanopartículas, ya que las nanopartículas se encapsulan en la cavidad interna de 

la proteína, por lo que adquirirán la forma y tamaño propios de la misma, a su vez 

evita la aglomeración de las nanopartículas metálicas, puesto que las capas 

orgánicas actúan de separadores entre los núcleos metálicos vecinos, y ofrece 

una amplia flexibilidad para poder preparar nanopartículas de composición química 

variada con diversos fines.  

 

Las primeras aproximaciones que se realizaron en este sentido fueron el 

uso de la apoferritina como nanoreactor para la síntesis de nanopartículas del tipo 

óxidos e hidróxidos metálicos mediante reacciones de hidrólisis oxidativa, 

siguiendo lo que se puede considerar una síntesis biomimética, puesto que se 

opera de la misma forma que en el proceso natural que da lugar a ferritina a partir 

de apoferritina.7 Los siguientes progresos en este sentido se basan en la alta 

afinidad que poseen algunos metales para introducirse y alojarse en la cavidad de 

la apoferritina generando nanopartículas metálicas del tamaño de la cavidad 

interna de la apoferritina al reaccionar los iones metálicos encapsulados en dicha 

cavidad con un agente reductor apropiado.8 Douglas y Ripoll (1998) hicieron varios 

estudios del potencial electrostático de la apoferritina y concluyeron que hay un 

gradiente de potencial negativo hacia el interior de la cavidad de la apoferritina, lo 
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que explica la facilidad de algunos cationes metálicos para encapsularse en dicha 

cavidad.  

 

5.1. Ruta para la modificación interna del núcleo metálico de la ferritina. 

Síntesis de nanopartículas de Cu. 
 
 Gerald Watt y col. demostraron que la cavidad interna de la apoferritina 

tiene la capacidad de albergar iones metálicos en su interior, ya que posee ciertos 

sitios con afinidad para la unión de iones, con una estequiometría no superior a 60 

átomos por apoferritina trabajando a un pH fisiológico, cercano a 7.4.9 

Posteriormente se demostró que el número de iones metálicos que pueden ser 

albergados en la cavidad de la apoferritina para su posterior mineralización puede 

ser incrementado al trabajar en condiciones de pH más básico, sintetizándose así 

numerosas nanopartículas metálicas de Fe, Mn, U, Co, Ni y Cu.10 

 

Por tanto el método que ha desarrollado nuestro grupo para la síntesis de 

las partículas metálicas está basado en el hecho de que la apoferritina estabiliza 

iones metálicos en su interior. 11 

 

La apoferritina comercial de bazo de caballo se incubó con EDTA (10 mM) 

durante 1 h  y se cromatografió (Sephadex G-25) con el fin de purificar la proteína. 

Posteriormente la apoferritina se incubó con el ión metálico, Cu2+, a pH 8 durante 

24 h. Se obtuvo una disolución azul que se dializó exhaustivamente frente a agua 

bidestilada y posteriormente se cromatografió por cromatografía de exclusión de 

tamaño (Sephadex G-25). A las fracciones de la cromatografía que contenían la 

proteína y el Cu2+, se le adicionó un agente reductor. La adición del agente 

reductor, NaBH4, produjo un viraje del color de la solución de azul a negro debido 

al paso del Cu(II)-ApoFt a Cu(0)-ApoFt. La disolución final fue dializada frente a 

agua bidestilada y a 4ºC.  
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Figura 5.1. Método general para la modificación del material interno de la apoferritina 

 

La concentración de apoferritina se calculó por el valor de absorbancia 

recogido a 280 nm en el espectro UV-Vis y la concentración de Cu se analizó por 

absorción atómica (AAS), obteniéndose así las curvas de coelución de la figura 5.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5.2. Perfil general de coelución en una columna de cromatografía Sephadex G25 
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La coelución de la apoferritina y el metal (figura 5.3. A), demuestra que los 

iones metálicos de Cu(II) se encuentran unidos a la apoferritina. En este sentido 

los estudios de electroforesis nativa en gel de poliacrilamida (PAGE) (figura 5.3. B) 

muestran una coelución entre la apoferritina y el metal. La comigración entre las 

muestras estudiadas por PAGE, (apoferritina nativa y  Cu(II)–ApoFt) indican, en un 

primer lugar, que la estructura de la proteína permanece intacta tras la incubación 

de la apoferritina con los iones metálicos,  Cu(II), y en segundo lugar, pone de 

manifiesto que los iones metálicos están encapsulados en la cavidad interior, ya 

que se muestra un comportamiento electroforético similar entre la apoferritina 

nativa y la apoferritina dopada con iones metálicos (Cu(II)-ApoFt). 
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Figura 5.3. (A) Perfil de colección de Cu(II)–ApoFt monitorizando la apoferritina por espectroscopia UV-

Vis a 280 nm (puntos blancos) y el Cu por AAS (puntos azules), (B) Movilidad electroforética de la 

apoferritina nativa (carril 1) y Cu(II)-ApoFt (carril 2).  

 

A partir de los estudios de AAS y espectroscopía UV-Vis de las fracciones 

en las que coeluían la apoferritina y el Cu se obtuvo que el valor de concentración 

de Cu, obtenido mediante absorción atómica, fue de 3.0·10–3 M  y la concentración 

de apoferritina, determinada por espectroscopía a 280 nm y considerando un 

coeficiente de extinción de ε280 = 468000 M–1 cm–1, fue de 1.08·10–5 M, lo que se 

A B 
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corresponde con una concentración de 300 átomos de cobre por molécula de 

apoferritina. 
 

Las fracciones que contenían la apoferritina y el metal que fueron 

reducidas con el NaBH4 mostraron un cambio en su espectro UV-Vis debido a la 

presencia de la típica banda de plasmones a 570 nm (surface plasmon resonance, 

SPR) presente en las nanopartículas de cobre metálico lo que se puede observar 

en la figura 5.4. 
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Figura 5.4. Espectro UV-vis de la formación de las nanopartículas Cu,  mostrando la SPR característica 

a 570 nm. 

 

Por tanto, este nuevo procedimiento desarrollado en nuestro grupo pone 

de manifiesto que la apoferritina actúa como nanorreactor en la síntesis de 

nanopartículas metálicas de valencia cero. Es capaz de encapsular los iones 

metálicos, M(I) o M(II), los cuales posteriormente mediante una reacción química 

con un agente reductor adecuado, lo suficientemente pequeño como para 

atravesar los canales de la apoferritina, generarán las nanopartículas metálicas 

encapsuladas en la apoferritina, M(0)-ApoFt. 

 

La principal ventaja que ofrece el protocolo de síntesis de nanopartículas 

desarrollado en nuestro grupo recae en que somos capaces de aislar las 
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fracciones que contienen el ión metálico encapsulado en la apoferritina            

(M(II)-ApoFt), que en un segundo paso actuarán como nanoprecursores de las 

nanopartículas metálicas de valencia cero encapsuladas en la apoferritina      

(M(0)-ApoFt), evitando así la precipitación del ión metálico que no haya sido 

encapsulado en la apoferritina 

 

Para conocer la estabilidad del intermediario que se formaba en el 

procedimiento de síntesis, se incubaron las fracciones de Cu(II)–ApoFt con un 

reactivo específico para detectar la presencia de iones de Cu(II), el TTMAPP, 

(tetra-p-tosilato de  5,10,15,20-tetrakis (4(trimetilamino) fenil)-21H,23H-porfirina). 

La incubación se realizó a dos temperaturas, 25 y 40 °C, y la formación del 

complejo Cu(II)–TTMAPP se siguió mediante espectroscopia UV/Vis a 432 nm 

durante todo el transcurso de la reacción, usando como control una disolución de       

Cu(II)–ApoFt idéntica a la utilizada para la preparación de la muestra. Se 

realizaron 20 ciclos, uno cada 10 minutos, que no mostraron cambios significativos 

con respecto al de partida, ya que la banda característica debida a la formación 

del complejo TTMAPP–Cu(II) a 432 nm no incrementó con el tiempo. Lo que nos 

indicó que el Cu encapsulado en la apoferritina no se libera con el tiempo y 

permanece estable, e igualmente pudimos demostrar que obtenemos un sistema 

limpio en el cual no hay iones metálicos de Cu(II) libres. 

 

Las imágenes de microscopia electrónica de transmisión (TEM) de la 

disolución precursora, Cu(II)-ApoFt, mostradas en la figura 5.5 confirman la 

presencia de partículas metálicas de tamaño medio (tamaño aproximado de       

3.5 nm ± 0.5) relativamente homogéneo. El tamaño medio de las partículas y la 

desviación estándar se calculó mediante el análisis de 100 partículas en TEM. Es 

importante remarcar que los núcleos metálicos están perfectamente aislados y no 

forman agregados, lo que se observa claramente en la imagen de microscopia 

(figura 5.5 A y D). Al contrastar la capa proteica de la ferritina con acetato de 

uranilo se pone de manifiesto como efectivamente la partícula metálica está 
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encapsulada en la cavidad interna de la ferritina, ya que la estructura de la capa 

proteica se mantiene intacta tras la modificación del material interno de la ferritina. 

 

 
  

Figura 5.5. Micrografías de TEM (A) nanopartículas Cu(II)–ApoFt; (B) y (C) zoom de la imagen (A)  

donde se observan más claramente la capa orgánica de la apoferritina y los pequeños clusters de Cu 

(D) nanopartículas Cu(0)–ApoFt. 

 

También es remarcable que las nanopartículas Cu(II)–ApoFt (figura 5.5  A) 

presentan un menor contraste en las imágenes de microscopía que las de     

Cu(0)–ApoFt (figura 5.5 D), aunque sí son evidentes los cluster de Cu que se 

forman en las nanopartículas de Cu(II)-ApoFt (figura 5.5 B y C), lo que se 

corroboró mediante EDX (energy dispersive spectroscopy) de las nanopartículas 

de Cu(II)–ApoFt y Cu(0)–ApoFt confirmando la presencia de Cu encapsulado en la 

apoferritina, mientras que no se observó Cu no encapsulado. 

 

Con la idea de obtener más información de cómo se encuentra dispuesto 

el ion metálico Cu(II) en las nanopartículas de Cu(II)-ApoFt así como el Cu(0) en 

las nanopartículas de Cu(0)-ApoFt, se hicieron análisis de SAXS (small angle X-

ray scattering), EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) y XANES (X-

ray Absorption Near Edge Structure). Estos análisis se realizaron en colaboración 

con el Dr. Marcelo Ceolín, en la estación experimental Synchrotron Light National 

Laboratory (LNLS), Campinas, Brasil. 
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 En la figura 5.6 se muestran las curvas PDF, obtenidas al tratar los datos 

obtenidos en SAXS mediante la transformada de Fourier,12 para las nanopartículas 

de Cu, (Cu(II)–ApoFt y Cu(0)–ApoFt) así como para la apoferritina y ferritina que 

se usaron como controles. Las curvas PDF se encuentran en un rango de R de    

0-120 Å, siendo la distancia máxima Dmáx ≈ 120 Å, lo que teóricamente se 

corresponde el diámetro de las nanopartículas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 5.6. Curvas PDF de los datos de SAXS para la apoferritina (línea negra), ferritina (línea gris), 

Cu(0)-ApoFt (línea discontinua negra y círculos blancos) y Cu(II)-ApoFt (línea discontinua gris y 

círculos negros). 

 

La curva PDF de la apoferritina presenta un máximo a altos valores de R, 

80-100 Å, como se esperaba debido a su conformación de esfera hueca (hollow 

shell sphere). Las curvas PDF para estructuras del tipo core-shell, como es el caso 

de la ferritina, se pueden dividir en dos regiones, una primera  región situada por 

debajo de Dmáx/2, donde el PDF está dominado por Δρ (variación de la 

electrodensidad), lo que se corresponde con la región central de la nanopartículas, 

es decir el core, y una segunda región por encima de Dmáx/2, donde la curva está 

dominada por los valores iniciales de Δρ correspondientes a la capa orgánica, 

shell. En el caso de la apoferritina, la zona de la curva PDF inferior a Dmáx/2 es 

significativamente menor que el área que se encuentra por encima de Dmáx/2, lo 

que sugiere que el valor de Δρ para la capa orgánica es mayor que para el núcleo. 
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En contraste, en la curva PDF para la ferritina el máximo se desplaza a menores 

valores de R (inferiores a Dmáx/2), debido a la presencia de un núcleo metálico 

más electrodenso que la capa orgánica. 

 

En el caso de las nanopartículas de Cu(0)–ApoFt la curva PDF es muy 

similar a la correspondiente a la ferritina, ambas curvas tienen una forma similar, lo 

que indica que los dos tipos de nanopartículas (ferritina y Cu(0)–ApoFt) presentan 

una estructura del tipo core-shell con un núcleo metálico con una alta densidad 

electrónica y el máximo de las dos curvas más o menos coincide, lo que indica que 

el core de Cu(0) se dispone en el centro de la cavidad de la apoferritina.13 Este 

resultado corrobora los datos obtenido por TEM, que indican la presencia de un 

núcleo metálico compacto más electrodenso, en el interior de la cavidad de la 

apoferritina, recubierto por la capa orgánica que posee una menor densidad 

electrónica. Cuando analizamos la curva PDF de las nanopartículas Cu(II)–ApoFt, 

observamos que posee características intermedias entre las de la ferritina y la 

apoferritina, lo que podría ser explicado por la presencia de un núcleo metálico de 

menor electrodensidad (con valores de densidad electrónica similares a los de la 

capa orgánica). Este aspecto también es coherente con la imagen TEM, donde se 

aprecian clusters metálicos “pegados” a la capa orgánica de la cavidad interna. 

 

La alta sensibilidad de la técnica de espectroscopia XANES nos permitió 

obtener información sobre el estado de oxidación y la naturaleza química de las 

nanopartículas de Cu(II)-ApoFt. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 

5.7, junto con el espectro obtenidos para el Cu metálico y Cu(OH)2 utilizados como 

materiales de referencia. Tanto la forma como la estructura de los espectros 

indican claramente que los átomos de Cu encapsulados en la apoferritina están 

como especies Cu en estado de oxidación II. El ajuste de los datos de XANES por 

mínimos cuadrados indican que el Cu(II) presente en las nanopartículas de Cu(II)-

ApoFt se encuentra en forma de óxidos e hidróxidos a iguales proporciones. 
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Figura 5.7. Espectro XANES (A) y su primera derivada, d(XANES)/dE (B) de las nanopartículas de 

Cu(II)–ApoFt (línea negra), Cu(0)–ApoFt (línea roja), Cu metálico (línea verde), y Cu(OH)2 (línea azul). 

 
A pH 8 ocurre la condensación de la fase inorgánica lo que sugiere que a 

dicho pH el Cu(II) precipita en el interior de la cavidad apoferritina, como una 

mezcla amorfa de óxidos e hidróxidos de Cu(II), lo que está de acuerdo con los 

resultados obtenidos en XANES. Para obtener más conocimiento sobre la 

estructura básica del Cu(II) se ajustaron los espectros EXAFS obtenidos para las 

muestras de Cu(II)-ApoFt suponiendo una disposición de los ligandos de oxígeno 

octaédrica axial (a partir de los datos de XAS no es posible determinar si los 

ligandos son O=, OH- ó H2O). Los datos de EXAFS (Tabla 1), su transformada de 

Fourier (FT) y las correspondientes curvas ajustadas se presentan en la figura 5.8. 

Estos datos representados en la figura 5.8 y los parámetros que figuran en la tabla 

1 confirman nuestro modelo estructural, ya que sugieren que los iones de Cu(II) 

presentes en las nanopartículas de Cu(II)-ApoFt, se disponen como una colección 

de iones de Cu(II) coordinados por seis ligandos "oxígeno" dispuestos en una 

geometría octaédrica distorsionada. 

 

A B 
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Figura 5.8. (A) Espectro EXAFS de las nanopartículas Cu(II)–ApoFt. (B) Transformada de Fourier del 

espectro EXAFS.  

 

Átomo 
Número de 

coordinación 
R[Å] σ2 [Å-2] 

Azimutal O 4.3±0,6 1,97±0,01 1,1±0,3·10-2 

Axial O 2,2±0,3 2,34±0,03 1,5±0,4·10-2 

 
Tabla 1.  Parámetros estructurales del ajuste del espectro EXAFS de las nanopartículas Cu(II)–ApoFt. 

 

Como hemos explicado anteriormente la mezcla amorfa de óxidos e 

hidróxidos de Cu(II) albergados en la apoferritina tienen la capacidad de 

reaccionar con el NaBH4 formando las nanopartículas de Cu(0). El espectro 

XANES (línea negra de la figura 5.7) obtenido en el caso de las nanopartículas de 

Cu(0)–ApoFt se asemeja al esperado para un cobre metálico. El desplazamiento 

de la curva hacia la zona del rojo en el espectro de absorción y la forma de la 

curva son indicativas de la presencia de especies de Cu(0), además, no se 

detectan especies oxidadas de Cu, lo que indica el tratamiento químico mediante 

el cual se reduce químicamente el Cu(II) a Cu(0) fue eficaz, confirmando que las 

nanopartículas de Cu reducido permanecen albergadas en el interior de la cavidad 

de la apoferritina. Las  diferencias evidentes entre el espectro XANES de las 

nanopartículas de Cu(0)-ApoFt y el patrón de Cu metálico son debidas al limitado 

B A 
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tamaño de las nanopartículas de Cu(0)-ApoFt responsable de las oscilaciones en 

la forma del espectro de XANES de las nanopartículas problema frente al control. 

 

Estos resultados nos indican que esta estrategia permite la obtención de 

nanopartículas de Cu albergadas en el interior de la cavidad de la apoferritina, 

solubles en agua y con cierto control sobre el tamaño final de las nanopartículas 

metálicas. 

 

 
 
Figura 5.9. Modelo de síntesis propuesto en la síntesis de las nanopartículas de Cu-ApoFt. 

 

Los resultados obtenidos en los experimentos de XANES y EXAFS 

corroboran el método propuesto para la síntesis de las nanopartículas de Cu-

ApoFt (figura 5.9), en el que la apoferritina se incuba con iones de Cu(II) parte de 

los cuales penetran en la cavidad interna de la proteína a través de los canales  

hidrófilicos, formando pequeños núcleos de crecimiento de una mezcla amorfa de 

óxido/hidróxido de Cu(II). Estos puntos de nucleación están formados por átomos 

de Cu coordinados con átomos de oxígeno mediante geometría octaédrica. Al 
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reducir el Cu(II) a Cu(0) los núcleos de crecimiento adheridos a la capa interna de 

la ApoFt se liberan y dan lugar a la formación de nanopartículas de Cu(0) en el 

centro de la apoferritina.  



María Belén Fernández López 

 172 

BIBLIOGRAFÍA 

                                                 
1.- Taeghwan Hyeon: “Chemical synthesis of magnetic nanoparticles”. Chem. 

Commun. 2003, 927-934 

 
2.- Brian L. Cushing, Vladimir L. Kolesnichenko, and Carles J. O’Connor. “Recent 

Advances in the Liquid-Phase Synthesis of Inorganic Nanoparticles”. Chem.Rev. 

2004, 104, 3893-3946. 

 

3.- Reetz, M. T.; Helbig, W. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 7401. 

 

4.- Sebastien Vaucher, John Fielden, Mei Li, Erik Dujardin, y Stephen Mann. Nano 

Lett., Vol. 2, No. 3, 2002, 225-229. 

 

5.- Laure Catala, Corine Mathoniere, Alexandre Gloter, Odile Stephan, Thierry 

Gacoin, Jean-Pierre Boilot y Talal Mallah. Chem. Commun., 2005, 746–748. 

 

6.- (a) E. X. Wu, H. Tang, K. K. Wong, J. Wang, J. Magn. Reson. Imaging, 19, 

2004, 50; (b) S. H. Koening, K. E. Kellar, Acad. Radiol. 3,1996, 273; (c) D. K. Kim, 

Y. Zhang, J. Kehr, T. Klasson, B. Bjelke, M. Muhammed, J. Magn. Magn. Mater. 

225, 2001, 256. (d) F. Bertorelle, C. Wilhelm, J. Roger, F. Gazeau, C. Manager, V. 

Cabuil, Langmuir, 2006, 22, 5385. (e) P. N. Prasad, Mol. Cryst. Liq. Cryst. 446, 

2006, 1. (f) D. Ma, J. Guan, F. Normandin, S. Denommee, G. Enright, T. Veres, B. 

Simard, Chem. Mater. 18, 2006, 1920. 

 

7.- (a) Y. Li, W. Kim, D. Wang, H. Dai, Appl. Phys. A. Mater. Sci. Process. 74, 

2002, 325; (b) M. Allen, D. Willits, M. Young, T. Douglas, Inorg. Chem. 42, 2003, 

6300; (c) M. Okuda, K. Iwahori, I. Yamashita, Y. Zhang, H. Yoshimura, Biotechnol. 

Bioeng. 84, 2003, 187; (d) K. K. W. Wong, S. Mann, Adv. Mater. 8, 1996, 928. 

 

8.- N. Galvez, P. Sánchez, J. M. Dominguez-Vera, Dalton Trans. 2005, 2492. 
 



Modificación del núcleo metálico                                       
 

 173 

                                                                                                                            
 
9.- S. Pead, E. Durrant, B.Webb, C. Larsen, D. Heaton, J. Johnson y G. D. Watt, J. 

Inorg. Biochem., 1995, 59, 15. 
 
10.- (a) T. Douglas, in Biomimetic Materials Chemistry, ed. S. Mann, Wiley, New 

York, 1996, p. 91; (b) T. Douglas y V. T. Stark, Inorg. Chem., 2000, 39, 1828; (c) K. 

K. W. Wong, T. Douglas, S. Gider, D. D. Awschalom y S. Mann, Chem.Mater., 

1998, 10, 279. (d) M. Okuda, K. Iwahori, I. Yamashita and H. Yoshimura, 

Biotechnol. Bioeng., 2003, 84, 187. 

 

11.- (a) Natividad Gálvez, Purificación Sánchez, José. M. Domínguez-Vera, 

Alejandra Soriano-Portillo, Miguel Clemente-León, Eugenio Coronado. J. Mater. 

Chem., 2006, 16, 2757–2761. (b) Miguel Clemente-León, Eugenio Coronado, 

Alejandra Soriano-Portillo, Natividad Gálvez, José. M. Domínguez-Vera. J. Mater. 

Chem., 2007, 17, 1–4. 

 
12.- D. Svergun, J. Applied Crystallography 1992, 25, 495–503. 

 

13.- O Glatter and O Kratky, Small Angle X-ray Scattering, AcademicPress, 

London, 1982, p. 181. 

 



 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. MODIFICACIÓN INTERNA Y FUNCIONALIZACIÓN 
 
 

La integración de la Nanotecnología en la Biotecnología ha hecho florecer 

una nueva disciplina: la Nanomedicina. En este campo, se diseñan y preparan 

nanopartículas metálicas para obtener bioimágenes mediante el uso simultáneo de 

varias técnicas, distribución efectiva de fármacos o técnicas de terapias tan 

prometedoras como la hipertermia originada localmente por nanopartículas 

magnéticas. Es un área de tremendo potencial sujeta al desarrollo de nuevas 

nanoestructuras para su avance, como se comentó en el Capítulo de Introducción 

de esta Tesis. 

 

Las nanopartículas magnéticas han atraído atención principalmente por su 

uso potencial como agentes de contraste en MRI. Esta técnica se basa en la 

resonancia magnética de los protones de tejidos del cuerpo (agua, membranas, 

lípidos, proteínas, etc.) y actualmente es el método más potente de diagnosis. El 

contraste en MRI puede mejorarse con sustancias paramagnéticas. La capacidad 

de un compuesto para incrementar la velocidad de relajación  de los espines de 
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protón de las moléculas de agua del entorno se llama relajación y se representa 

como r1~1/T1 o r2~1/T2 (Capítulo 2). Las nanopartículas superparamagnéticas 

son candidatos para actuar como agentes de contraste en MRI.1 Al igual que las 

sustancias paramagnéticas, pierden su magnetización cuando se elimina el campo 

magnético externo, pero a diferencia de éstas, su magnetización es sensiblemente 

mayor. Por lo tanto, la relajación que producen es mucho más alta que la de los 

clásicos complejos paramagnéticos de Gd(III). El efecto de las nanopartículas 

superparamagnéticas se puede describir en base a la heterogeneidad del intenso 

campo magnético que afecta a los protones del alrededor, induciendo un desfase 

del momento magnético y dando lugar a un acortamiento del tiempo de relajación 

T2. De este modo, las nanopartículas superparamagnéticas son unos buenos 

candidatos para el desarrollo de nuevos agentes de contraste, permitiendo una 

detección temprana de patologías severas y de gran impacto social. 

 

Por otro lado, los denominados quantum dots (QDs), han sido usados con 

éxito como nuevos marcadores fluorescentes en el campo biomédico y son 

considerados como una herramienta prometedora en “Optical Imaging” para 

diagnóstico clínico.2 Los QDs son nanopartículas inorgánicas, generalmente 

compuestas de elementos de los grupos 2-6 y 3-5, los cuales, debido a su 

confinamiento cuántico de cargas en un diminuto espacio muestran unas 

propiedades fluorescentes únicas: espectros de emisión estrechos, rendimiento 

cuántico alto, espectros de absorción anchos, buena estabilidad química, alta 

fotoestabilidad y longitud de onda de emisión dependiente del tamaño,  ampliando 

su rango de emisión y ofreciendo una mayor penetración en tejido para una mejor 

imagen. 

 

Un enfoque dentro de la nanomedicina es el uso de nanopartículas que 

puedan combinar diferentes técnicas de bioimagen. Cada modalidad de bioimagen 

tiene sus propios méritos pero también ciertas desventajas y por lo tanto los 

métodos de imagen bimodales presentan mayor capacidad para obtener una 

imagen integral y más detallada. La combinación MRI-OI es un buen ejemplo de 
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un método bimodal y una ruta para su consecución es el uso de nanoestructuras 

que contengan dos componentes metálicos, uno magnético y otro fluorescente: 

nanopartículas bifuncionales magneto-fluorescentes.3 

 

Si además estas nanoestructuras bifuncionales son solubles en agua el 

interés es aún mayor, ya que este es un requisito indispensable para las 

aplicaciones biomédicas. A pesar de su gran interés se conocen muy pocos 

ejemplos de nanoestructuras, con esta dualidad. 4 

 

 La ruta más usual para la preparación de dichas nanopartículas es la 

introducción de grupos funcionales en la superficie de nanopartículas magnéticas 

sirviendo luego dichos grupos funcionales como zonas de anclaje para fluoróforos, 

colorantes orgánicos, vectores específicos, etc. El inconveniente habitual de esta 

ruta de síntesis es la baja solubilidad en H2O de las partículas obtenidas. En el 

caso de la ferritina, la presencia de grupos amino reactivos (residuos de lisina) en 

la superficie externa de la proteína nos permite modificar químicamente la 

partícula (apartado 1.2 del Capítulo 1).  

 

6.1. Nanopartículas decorando nanopartículas 

 

Entrando en la dinámica de síntesis de nanoestructuras bifuncionales, se 

pensó en funcionalizar la capa externa de la ferritina, a través de los grupos amino 

reactivos (residuos de lisina) de la superficie externa de la proteína con 

nanopartículas metálicas del tipo Quantum Dots (QD).  

 

Los QDs recubiertos por grupos carboxilo que utilizamos se obtuvieron en 

la casa comercial Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA). Dichos QDs presentan 

una estructura del tipo core-shell que consiste en un corazón de un nanocristal de 

material semiconductor (CdSe o CdSeTe) que presenta un ancho de banda 

pequeño recubierto por una corteza de otro material semiconductor (ZnS), éste 

con un ancho de banda mayor. Esta estructura core-shell está a su vez recubierta 
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por un polímero que expone hacia el exterior grupos carboxilo, lo que nos permite 

su funcionalización con diversas moléculas biológicas manteniendo las 

propiedades ópticas del core-shell semiconductor.  

 

Se han preparado nanoestructuras bifuncionales (figura 6.1), magneto-

fluorescentes, al anclar de forma covalente diversos QDs a la superficie proteica 

de la ferritina, cuyo núcleo como ya hemos comentado anteriormente presenta 

propiedades magnéticas per se. En bibliografía ya se ha reportado, con 

anterioridad, la importancia de las nanopartículas de ferritina en su aplicación 

como agentes de contrate para MRI.5  De hecho la ferritina a nivel de cerebro 

puede ser usada por este tipo de técnicas como un agente de contraste natural, 

debido a la visualización de cúmulos de la misma en tejidos degenerados. 

Además, se ha observado que las nanopartículas (10-100 nm) se acumulan 

preferentemente en los sitios del tumor a través de un proceso llamado aumento 

de la permeabilidad y retención (EPR).6 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.1. Esquema de la reacción MFt-QDs 
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En el caso de las nanoestructuras de Ft-QD, que aquí se exponen, hay 

una ventaja adicional, que es la existencia de dos tipos de nanopartículas 

diferentes: la ferritina, como precursora de numerosas nanopartículas metálicas y 

los QDs-carboxilo que permiten el marcaje de diferentes y múltiples tipos de 

vectores en los sistemas vivos; y sobretodo la mayor ventaja reside en que el 

sistema que obtenemos es soluble en agua, y mantiene las propiedades típicas 

que tienen cada una de las dos partículas por separado. 

 

Dicha funcionalización se ha llevado mediante una reacción química entre 

los grupos COOH del QDs y los grupos aminos terminales de los residuos de lisina 

que presenta la ferritina en su superficie, generando así un enlace covalente del 

tipo amida (figura 6.1). Se han utilizado tres tipos de QDs: QD525 (verde), QD655 

(rojo) y QD800 (IR) que emiten a 525 nm, 655 nm y 800 nm respectivamente, 

obteniendo así tres tipos de nanopartículas bifuncionales con una emisión de 

fluorescencia variable, que barre el espectro UV-vis hasta el IR. 

 

Un estudio de TEM de los QDs (QD525, QD655, QD800) mostró que estos 

presentaban núcleos heterogéneos con diámetros medios de 5.0 ± 1.5, 20.0 ± 2.0, 

y 10.0 ± 1,2 nm, respectivamente (figura 6.2) 

 

 
 
Figura 6.2.  Microscopia Electrónica de Transmisión (TEM Bright-Field) de los QDs: (a) QD525 (emisión  

a 525nm), (b) QD655 (emisión a 655nm) y (c) QD800 (emisión a 800nm) 

 



María Belén Fernández López   

 180 

La Ft es un ejemplo de una verdadera bionanopartícula magnética. 

Recientemente, nuestro grupo ha puesto de manifiesto que en realidad la 

estructura básica del núcleo magnético de la Ft es una estructura polifásica 

compuesta por una proporción de ferrihidrita, magnetita y hematites (ver el 

Capítulo 3). En concreto, se ha observado que con el proceso de eliminación de 

Fe de forma controlada, mediante reducción oxidativa, al alcanzar una 

concentración de Fe de ~200 átomos de Fe por ferritina (MFt) la fase 

predominante parece ser la magnetita, llegando a valores cercanos del 70% de 

magnetita/ferritina. Estas nanopartículas de MFt presentan un alto valor de 

magnetización a saturación (Ms) de ~70 emu/gFe (cercana a la Ms de la magnetita 

que es de 95 emu/gFe).7, 8 

 

La MFt fue sintetizada de acuerdo con el método explicado anteriormente 

en el Capítulo 3. 8 En resumen, el hierro se eliminó de forma controlada por el 

procedimiento tradicional de eliminación reductiva y quelación de Fe(II). Los 

estudios de microscopía electrónica de transmisión (TEM) mostraron que las 

nanopartículas de MFt poseían un diámetro homogéneo de 5.1 ± 1.0 nm. Es 

importante remarcar que, en estas nanopartículas en las que el contenido de Fe 

es menor, los núcleos metálicos son menos electrodensos y de formas más 

irregulares comparado con la Ft nativa, como se puede observar en la figura 6.3.  

 

 
 
Figura 6.3  Microscopia Electrónica de Transmisión (TEM Bright-Field) de  las nanopartículas de MFt. 
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Los quantum dots (QD525, QD655, QD800) como ya se ha mencionado 

anteriormente están recubiertos por un polímero que expone hacia el exterior 

grupos carboxilo que serán los que reaccionarán con el grupo amino de la ferritina. 

La reacción entre la MFt y el QD se llevó a cabo mediante una reacción de 

acoplamiento utilizando el conocido EDC (1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] 

carbodiimida) como agente de acoplamiento. Para ello se incubaron 20 μl de la 

solución stock del quantum dot comercial (8 mM) con 10 μl de una disolución stock 

de EDC (10 mg/ml) durante 30 min. Trascurrido este tiempo se consideró que los 

grupos carboxilo ya estaban activados y por tanto se podía llevar a cabo la 

reacción con la ferritina (figura 6.4).  
 

                 
 

Figura 6.4. Reacción detallada de la activación del QD a través del EDC y la posterior conjugación del 

QD-MFt 
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A una disolución de MFt se le adicionó la mezcla anterior (QD+EDC) y se 

dejó incubando durante 24 h en agitación y a 4ºC. Se trabajó en condiciones en 

las que la ferritina se encuentra en exceso frente al QD. Posteriormente la muestra 

se purificó en una columna de cromatografía por exclusión de tamaño (Sephacryl) 

con el fin de eliminar el exceso de producto que no hubiese reaccionado. La 

cromatografía muestra un perfil de coelución.  
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Figura 6.5. Perfil de coelución entre la MFt (valores de absorbancia a 280 nm, línea negra) y el QD800 

(valores de intensidad de fluorescencia recogidos a una λ emisión de 800 nm al excitar el compuesto a 

320 nm, línea roja) 

 

De las fracciones de cromatografía se reservaron aquellas fracciones en 

las que aparecían tanto la proteína como el QD. La proteína se monitorizó por 

espectroscopia UV-vis a 280 nm, y los QDs se monitorizaron por espectroscopia 

de fluorescencia a 800 nm en el caso del QD800, 525 nm para el QD525 y 

finalmente a 655 nm el QD655. Dicho perfil de coelución en el caso del QD800 se 

muestra en la figura 6.5. 

 

Las fracciones que presentaron coelución de la proteína y del QD se 

estudiaron por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas de no 
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desnaturalización (PAGE, figura 6.6). Se usaron como controles MFt, QD525, 

QD655, QD800 libres y las muestras que se cargaron fueron los bioconjugados   

MFt-QD525, MFt-QD655, MFt-QD800. Como se puede observar en la figura 6.5, 

cuando la proteína está unida al QDs la movilidad electroforética del conjugado 

(carriles 1 y 3) es menor que la de los dos compuestos por separado (QDs y MFt, 

en los carriles 2 y 4 respectivamente), lo que hace que el conjugado se retrase en 

la electroforesis, apareciendo una banda característica del conjugado con un peso 

molecular de casi el doble que el de la proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6.6. Electroforesis nativa en gel de poliacrilamida, A) imagen sin teñir bajo la lámpara UV. En el 

carril1 se muestra el conjugado MFt–QD655 y en el carril 2 se muestra el QD655 libre. B) Imagen de 

PAGE teñida con azul de Coomassie (Brilliant Blue R250), en el carril 3 se observa una única banda 

correspondiente al conjugado MFt-QD655 y en el carril 4 se muestra el patrón característico de la MFt, 

que se usa como control. 

 

La comigración de las muestras indica, que el QD está unido a la ferritina 

de forma covalente y que no existe modificación alguna de la estructura 

cuaternaria de la proteína tras la funcionalización.  

 

También se estudiaron las propiedades ópticas de los bioconjugados MFt-

QD. Como se puede observar en la figura 6.7, las propiedades ópticas de las 

nanopartículas semiconductoras no se modifican tras la funcionalización, puesto 

que no hay modificación en el espectro de emisión ni en la intensidad de emisión. 
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Figura 6.7. Espectro de Fluorescencia de los bioconjugados MFt-QD525 (verde), MFt-QD655 (rojo), y 

MFt-QD800 (vino), mostrando los picos de emisión a ~ 525, ~ 655, y ~ 800 nm, respectivamente.  

 

Igualmente los estudios de dichos bioconjugados por microscopia confocal 

de fluorescencia (figura 6.8) ponen de manifiesto la alta eficiencia de dichos 

bioconjugados ya que mantienen su brillo y uniformidad, al igual que no presentan 

signos de agregación.  

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Figura.6.8. Imágenes de microscopia confocal de los bioconjugados MFt-QD655 (rojo) y MFt-QD525 

(verde). 
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6.2. MFt-QD800, bimodalidad: MRI-OI.  

 

Para los estudios in vivo de MRI-OI, se usó el QD800 que incluye Te en su 

composición química (CdSeTe) para ampliar la emisión a la región cercana al 

infrarrojo, buscando la mejora de la penetración de la radiación en los tejidos 

profundos,9 ya que hay una ventana en la región del espectro de absorción 

cercana al infrarrojo que se denomina "ventana de transparencia de los tejidos" y 

en dicha región del espectro las moléculas biológicas (agua, hemoglobina 

oxigenada, hemoglobina no oxigenada, etc.) absorben menos radiación que en 

cualquier otra parte de la gama del espectro visible. 

  

Los estudios de TEM de dicha muestra, MFt-QD800, indican primero, que 

la reacción de acoplamiento no conllevó agregación y segundo, que las partículas 

se disponen formando principalmente dímeros (figura 6.9).  

 
 

Figura 6.9. Microscopia Electrónica de Transmisión del bioconjugado. Por claridad, algunos dímeros se 

marcan con círculos rojos. 
 

Las imágenes de campo oscuro en modo STEM (HAADF-STEM) 

confirmaron que los bioconjugados QD-MFt son principalmente dímeros (figura 

6.10 A y B). La intensidad de las imágenes HAADF-STEM depende principalmente 
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del número atómico Z del elemento presente y el espesor de la muestra.10 La  

imagen de HAADF-STEM del bioconjugado QD800-MFt (figura. 6.10 B) pone de 

manifiesto un contraste diferente entre los dos tipos de partículas, que sirve para 

distinguir entre ellas. Cada dímero contiene una partícula menos brillante,  

correspondiente a una estructura de tipo óxido de hierro con menor Z, y una más 

brillante, correspondiente al CdSeTe del QD. Ambas partículas se encuentran 

separadas entre si por una distancia de alrededor de 4-6 nm, lo que se 

corresponde con la suma del espesor del polímero que recubre el QD y la capa 

orgánica de la ferritina (MFt). 

 

Se analizaron una serie de dímeros del bioconjugado MFt-QD800 

utilizando la técnica de espectroscopia de pérdida de energía de electrones 

(EELS) (figura 6.10 C y D).  
 

Figura 6.10. (A, B) Imágenes HAADF-STEM del QD800-MFt. Espectros EELS de cada una de las 

nanopartículas representando sus bordes específicos, (C) MFt (partícula 2) y (D) QD (partícula 1). 
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 En la figura 6.10 se muestra un espectro EELS característico de cada una 

de las nanopartículas tomado en dos puntos concretos (figura 6.10 C y 6.10 D), la 

nanopartícula más oscura se corresponde con la MFt (partícula 2), cuyo espectro 

da un pico característico de Fe (~ 708 eV)  y otro característico del O (~ 532 eV), y 

la otra partícula mas brillante, se corresponde con el QD (partícula 1), en cuyo 

espectro se localiza claramente el pico del Cd (~ 404 eV). 

 

 

Figura 6.11 Recopilación de 50 espectros EELS a lo largo de una línea predeterminada.  
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En la figura 6.11 se muestra la colección de espectros EELS adquiridos a 

lo largo de la línea A-B, que atraviesa los dos tipos de nanopartículas. A lo largo 

de esta línea imaginaria, predeterminada, se recogen una serie de espectros de 

EELS con una sonda de unos pocos Angstroms. En este estudio, concretamente 

se recogieron 50 espectros con una sonda de 0.5 nm, por lo que cada punto en el 

que se toma un espectro dista del siguiente una distancia de 0.5 nm. Se hizo un 

análisis cualitativo de los elementos químicos presentes en la muestra, en donde 

cada una de estas partículas presenta unos bordes de ionización específicos 

correspondientes a sus elementos químicos mayoritarios, Fe:L2,3, O:K, para las 

partículas de MFt y Cd:M4,5, en el caso del QD. El tiempo de adquisición del 

espectro es de 1 s, ya que si el tiempo de adquisición se alarga la muestra podría 

resultar dañada. 

 

 La identificación de las dos partículas se hace al analizar los bordes O: K, 

Fe: L (partícula 2) y Cd: M (partícula 1) en los espectros adquiridos. Los 50 

espectros se representan en la figura tridimensional, en la que se observa como al 

recorrer la línea desde el punto A al B inicialmente aparece una señal 

correspondiente a la partícula 1 (QD), apareciendo el borde característico del Cd, 

posteriormente hay un pequeño espacio carente de señal, que se corresponde con 

la zona que hay entre las partículas y finalmente aparece la señal correspondiente 

a la partícula 2 de MFt.  

 

De hecho las intensidades de las señales son mayores cuando nos 

encontramos en el centro de las nanopartículas, ya sea MFt o QD, y van 

disminuyendo en los bordes de las nanopartículas, como se observa en el 

espectro general de la figura 6.11. 

 

Los estudios de fluorescencia del conjugado MFt-QD800, al excitar la 

muestra a 340 nm muestran una emisión centrada a 800 nm, lo que indica que no 

hay un cambio significativo ni en la longitud de emisión, ni en la amplitud del pico 

de emisión del QD conjugado con respecto al libre (figura 6.7). 
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Igualmente, los estudios de magnetismo del conjugado indican que no hay 

cambios significativos con respecto a cuando no se ha anclado la MFt al QD. En la 

figura 6.12 se muestra una imagen de magnetización (M) frente al campo (H) del 

compuesto MFt-QD800, mostrando altos valores de magnetización a saturación  

(~ 70 emu/g). 
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Figura 6.12. Ciclo de histéresis del conjugado MFt-QD800 

 

Por tanto hemos desarrollado una ruta sencilla y flexible para la 

preparación de nanoestructuras bifuncionales, fluorescentes y magnéticas, 

solubles en agua. Los valores de magnetización a saturación de la MFt por átomo 

de Fe y las propiedades fluorescentes de los QD (especialmente el QD800) nos 

sugerían que estas nanoestructuras podrían usarse como agentes bimodales MRI-

OI, y decidimos llevar a cabo un estudio in vivo para estimar este potencial. 

 

Estos estudios se realizaron en el grupo de la Dra. Pasquina Marzola, de 

la Universidad de Verona. 

 

Las imágenes MRI se generan a través de la medida de la densidad de la 

nube electrónica de los protones (1H), midiendo los tiempos de relajación espín–
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espín (T2) y espín–celdilla (T1), ya que presentan diferentes valores en los 

diferentes tejidos. Generalmente el efecto que genera un agente de contraste en 

un tejido es la disminución de los tiempos de relajación, T1 y T2. La eficacia del 

agente de contraste se evalúa mediante la medida de las relajaciones 

longitudinales (r1) y transversales (r2) que representan el incremento de la 

relajación del disolvente (agua o sangre) en presencia de un 1mM de un centro 

magnético.  

 

Los agentes de contraste pueden dividirse en dos tipos, los positivos o T1-

relajantes, y los negativos o T2-relajantes. Los positivos generan un incremento de 

la señal, dando una imagen más brillante en donde se localiza el agente de 

contraste, mientras que los agentes negativos reducen parcial o totalmente la 

señal, por lo que dan una señal más oscura que la de referencia. Las 

nanopartículas superparamagnéticas se comportan generalmente como agentes 

de contraste negativos. Existen ya en el mercado algunos ejemplos de este tipo de 

partículas, como Endorem® (Feridex® en USA) y Sinerem® (Combidex® en USA), 

constituidas por un núcleo metálico de magnetita (5–6 nm de diámetro) recubiertas 

por un polímero del tipo dextrano, confiriéndoles un diámetro final de ~150 y        

15 nm, respectivamente. 11 

 

Se han desarrollado numerosos y novedosos métodos de síntesis de 

diversos tipos de nanopartículas, con el fin de controlar y optimizar la eficiencia de 

dichas nanopartículas como agentes de contraste en MRI,12,13,14,15 algunos 

ejemplos son las nanopartículas encapsuladas en las cápsidas de virus,16 en 

matrices poliméricas 17 o incluso en el interior de las vesículas de surfactante.12,18 

En nuestro caso estudiamos la capacidad del bioconjugado MFt-QD800, para 

actuar como agente de contraste. 
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En primer lugar se hizo un estudio comparativo, in vitro, de los valores de 

relajación transversal y longitudinal del bioconjugado MFt-QD800 y del compuesto 

comercial análogo, Endorem®, que se usa como control.  

 

Los estudios se realizaron de forma independiente en cada una de las 

muestras. Los tiempos de relajación transversales (T2) se midieron usando un 

protocolo estándar SPIN-ECHO MULTI-ECHO con una secuencia general en la 

que se modifican los valores de TR (tiempo de relajación) y TE (tiempo de eco) 

según el valor esperado de T2. Para tiempos cortos de T2 el valor de TR y TE 

debe ser menor que cuando los tiempos  esperados de T2 son más largos. En el 

caso de la medida del tiempo de relajación longitudinal (T1), se usó la técnica de 

mapeo rápido de T1 con una secuencia IR-SNAPSHOT. En este caso las medidas 

se hacen variando el número de puntos tomados en el eje X, 8, 16 y 32 puntos, 

con el fin de incrementar la resolución de la medida. Cuanto más corto es el valor 

de T1 mayor debe ser el número de puntos que se toman en el eje X. El tiempo 

máximo de adquisición de la medida fue de 5 min.  

 

Los tiempos de relajación transversales y longitudinales obtenidos (1/T1 y 

1/T2) se representaron frente a la concentración de Fe, al ajustar la curva a una 

línea recta se obtuvieron los valores de r1 y r2. Esta representación muestra una 

correlación lineal entre la concentración de Fe en cada una de las muestras y los 

valores de 1/T1 y 1/T2, lo que nos indica de forma indirecta que hay una alta 

homogeneidad en las muestras de MFt200. Los valores obtenidos fueron,              

r1 =0.1 mM−1s−1, r2 = 3,86 mM−1s−1 y r1 = 3.64 mM−1s−1, r2 = 155.5 mM−1s−1 para la 

MFt200 y el Endorem® respectivamente (figura 6.13 y tabla 6.1). En el caso del 

Endorem® los valores a las concentraciones más altas no se pueden estimar 

debido a que los tiempos esperados son excesivamente cortos. 
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Tabla 6.1. Tiempos de relajación transversales y longitudinales de MFt200 y Endorem (control). 
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Figura 6.13. Ajuste lineal de los tiempos de relajación, T1 y T2 de la MFt500-QD800 (línea azul) y 

endorem (línea roja). 

 

En la figura 6.13 se representan las medidas de relajación de la MFt200 y 

del Endorem®, con la misma concentración de Fe en ambas muestras, para ello 

se ha asumido que en las nanopartículas de MFt200 sólo el 40% del Fe se 

encuentra en forma de magnetita, que es la que da contribución en las medidas de 

resonancia, debido a su comportamiento superparamagnético. Las curvas de r1 y 

r2 de Endorem®, se usaron como control. Como se puede observar al comparar 

los valores de r1 y r2 de los dos compuestos el complejo MFt200-QD800 posee una 

  MFt200    Endorem   

[ ](mM) T1 (ms) 1/T1 (s-1) T2 (ms) 1/T2 (s-1) T1 (ms) 1/T1 (s-1) T2 (ms) 1/T2 (s-1) 

15,2 487 2,05 16,7 59,88 - - - - 

7,6 826 1,21 31,6 31,64 - - - - 

3,56 1258,7 0,794 65 15,38 77 12,98 1,9 526 

1,8 1652,9 0,6 128 7,81 160 6,25 3,2 312,5 

0,72 1912 0,523 212 4,71 305 3,27 6,2 161 

O,4 2095 0,477 338 2,95 556 1,79 13,4 74,62 

T2 

T1 

1/T (s-1) 

[ ] (mM) [ ] (mM) 

T2 

T1 

1/T (s-1) 
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menor eficiencia que el agente de contraste comercial a la misma concentración 

de Fe.  

 

Para calcular la capacidad de contraste del compuesto MFt200, se hicieron 

ciertos experimentos in vivo. Todos estos experimentos se llevaron a cabo en 

confrontación con el Endorem®, que se usa como control.  

 

Los experimentos in vivo se realizaron con ratones Wistar (hembra) de  

250 g. Se uso un animal para los experimentos del first passage del bioconjugado 

MFt200-QD800 y otro, similar al anterior, para los experimentos control con 

Endorem®. En cada uno de los animales se inyectó la misma cantidad de Fe (1 ml 

de una disolución 0.02 M de Fe). 

 

Las imágenes se obtienen usando un Biospec Tomograph (Bruker, 

Karlsruhe, Germany) equipado con un barra magnética horizontal de 33 cm y 4.5 T 

(Oxford Ltd., Oxford, UK). Los ratones se anestesian de forma gaseosa (70 % N2 y 

30 % O2 con un porcentaje inicial del 5 % de isoflurano que actúa como 

anestesiante), una vez que el ratón está anestesiado la dosis de isoflurano (Fe3C-

CHCl-OCHF2) se disminuye a 0.5-1.5 % y se mantiene así durante todo el 

experimento. Las imágenes se obtienen a través de una bobina superficial (figura 

6.14) optimizada para la adquisición de datos a nivel del cerebro del ratón (bobina 

de jaula, 72 mm ID). A lo largo de todo el experimento se monitoriza la respiración 

del ratón, que debe comprenderse entre 30-20 respiraciones/min. 
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Figura 6.14. Disposición del ratón Wistar en los experimentos in vivo 

 

En la figura 6.15 se muestran las curvas de la medida de first-passage 

(EPI) obtenidas en dos regiones de interés pertenecientes a dos regiones 

diferentes del cerebro, la primera (roi1) en una zona perteneciente a la vasculatura 

del cerebro, ya que se localiza sobre un vaso sanguíneo y otra segunda (roi2) que 

se corresponde con una zona de la corteza cerebral. 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.15. EPI y medida de T2, de la MFt (imagen superior) y Endorem (imagen inferior).  
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Las curvas de first-passage se han normalizado mediante la siguiente 

relación: 

 

normalized SI% = (SI(t) − SI(0))/SI(0) · 100    [1] 

 

donde SI (0) es el promedio de las intensidades de la señal antes de la inyección y 

la SI (t) la intensidad de la señal en el momento t. En la figura 6.16, en la que se 

representan las curvas de EPI normalizadas, se puede observar que la caída de la 

señal producida por el Endorem® es superior a la producida por la MFt200 en las 

correspondientes áreas cerebrales, sobretodo en la zona menos vascularizada 

(roi2) en la que la MFt200 a penas presenta señal, sin embargo los datos muestran 

claramente que el uso de este tipo de nanopartículas para la adquisición de 

medidas de first-passage es viable. 
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Figura 6.16.  Comparativa de las curvas de EPI normalizadas de endorem y MFt frente al tiempo. 

 

En la siguiente figura, (figura 6.17) se muestran las imágenes pre- y post-

suministro del agente de contraste. Las imágenes post suministro se adquirieron 

268 s después de la inyección del respectivo agente de contraste, MFt200 y 
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Endorem®, por el método del bolus Trucking, en el que las imágenes se adquieren 

con una alta resolución temporal durante el primer paso del agente de contraste 

en el cerebro. Al adquirir las imágenes de RMN antes y después del suministro del 

agente de contraste, el decaimiento de la intensidad de la señal de RMN se 

corresponde con una estimación del volumen sanguíneo cerebral, por tanto el 

seguimiento de los cambios de la intensidad del valor de RMN con respecto al 

tiempo, representado mediante los valores de r2 o r2*, permite la monitorización 

de los cambios relativos del volumen sanguíneo,14,19 ya que la variación de los 

valores de r2 ó r2* pre y post suministro del agente de contraste son linealmente 

proporcionales a la concentración media del agente de contraste en el volumen 

sanguíneo medio.  

 

 
 

Figura 6.17. Mapas FLASH de las imágenes pre (A, B, C) y post (D, E, F) suministro de los agentes de 

contraste, MFt (29 μl Fe/Kg animal), Endorem (29 μl Fe/Kg animal) y Endorem (dosis concentrada, 

control) respectivamente 

 

A

ED

CB

F



Modificación interna y funcionalización                                       
 

 197 

Bajo estas condiciones, el Endorem® produce una disminución de la señal 

levemente superior a la MFt200, pero como se puede observar al comparar estas 

imágenes con los estándar (dosis habitual de Endorem®, 145 μl Fe/Kg animal) 

que representa muy bien el espacio y disposición de los vasos cerebrales, la dosis 

suministrada en este estudio (29 μl Fe/Kg animal) es muy baja y no produce una 

señal muy visible, ni en el caso de la MFt ni en el Endorem®, por lo que los 

resultados obtenidos con esta dosis para ambos agentes de contraste (MFt200 y 

Endorem®) son comparables.  

 

Los resultados obtenidos en los experimentos de MRI indican que las 

partículas magnéticas obtenidas servirían como agentes de contraste si se lograse 

incrementar la concentración de magnetita/ferritina. En efecto, Douglas y col. 20 

han puesto de manifiesto recientemente que la capacidad de contraste de dichas 

partículas está directamente relacionada con la magnetización/g y por ende con el 

tamaño de la partícula magnética. En este sentido, hay que señalar que las 

partículas MFt contienen solamente 200 átomos de Fe. Cabe por tanto concluir, 

que esta partícula debe ser un punto de partida para incrementar su contenido 

magnético, bien por recrecimiento de magnetita o por dopado con Mn2+,21 con el 

fin de aumentar la magnetización/g y así mejorar el extremadamente bajo valor de 

r2 obtenido para estas partículas, que la inhabilitan para ser usadas como agente 

de contraste en MRI. 

 

Simultáneamente se llevaron a cabo los estudios de “Optical Imaging” 

(OI), para comprobar la capacidad que tiene dicho biconjugado de actuar como un 

marcador bimodal magnético-óptico. Los experimentos de imagen óptica se han 

realizado en colaboración con el grupo de la Dra. Laura Calderán de la Facultad 

de Medicina de la Universidad de Verona, en un equipo Vivo Vision Systems, 

IVIS® 200 Series (Xenogen Corporation, Alameda USA) y las imágenes se 

adquirieron y analizaron con el software Living Image 2.6 y Living Image 3D 

(Xenogen Corporation, Alameda USA). 
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Lo primero que se hizo fue un estudio in vitro de la eficiencia cuántica de 

las nanopartículas MFt200-QD800 usando como control el QD800 libre. Se calculó 

la emisión de fluorescencia de la disolución MFt200-QD800 usando un abanico de 

filtros de excitación que barren el espectro UV-vis desde el azul hasta el IR, de 

acuerdo con el amplio espectro de excitación que muestra el QD800 libre y se 

enfrentó con la emisión del QD800 libre bajo las mismas condiciones de medida. 

La disolución MFt200-QD800 (20 pM QD) mostraba una eficiencia cuántica menor 

que la disolución de QD800 comercial (20 pM) pero con un comportamiento similar 

al del QD comercial a las diferentes longitudes de excitación. Los valores de 

fluorescencia medios obtenidos daban una eficiencia de señal compatible con los 

valores necesarios para realizar un experimento in vivo. 

 

Para la realización de los experimentos in vivo se usaron ratones 

desnudos (hembras) de 3-4 semanas. Un grupo de 6 animales se trataron para 

llevar a cabo los experimentos in vivo, a cuatro (n=4) de estos animales se les 

inyectó la disolución de MFt200-QD800 (0.01 ml/gr animal) y dos controles (n=2),  

que se trataron con un disolución fisiológica (0.01 ml/gr animal). Las imágenes de 

fluorescencia se adquirieron antes de la inyección (pre suministro del compuesto) 

y durante las 3 h posteriores a la inyección, de forma consecutiva (tabla 6.2). 

 

Muestra N. animal Identificación Tiempo 
MFt200-QD800 n=4 A,B,E,F pre, 3h 

Control n=2 C,D pre, 3h 
 
Tabla 6.2. Grupo de animales tratados 

 

 Los resultados que se muestran a continuación son los obtenidos para las 

imágenes de fluorescencia con el filtro de excitación Cy5.5 (615-665 nm), puesto 

que con este filtro es con el que se obtuvo una mayor señal en las adquisiciones in 

vivo. Al igual que se hizo para los experimentos in vitro lo primero que se hizo fue 

medir la eficiencia cuántica de fluorescencia, concretamente en tres regiones de 
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interés, cerebro, pulmones e hígado. Las medidas se tomaron en la proyección del 

plano horizontal de los tres órganos mencionados anteriormente.  
 

 
 

Figura 6.18. Proyección del plano horizontal de los órganos en estudio.  

 

En la figura 6.19 se muestran las imágenes de fluorescencia de dos de los 

animales tratados, el primero con el suero fisiológico que se usa como control 

(6.19 A) y el segundo con MFt200-QD800 (6.19 B y C) a distintos tiempos de 

administración del compuesto. A los 20 minutos de la administración del 

compuesto, se observa como la distribución del mismo por el organismo es 

relativamente homogénea, aunque se muestra un pequeño cúmulo en el hígado 

(roi1), posteriormente a las 3 horas se observa como la intensidad es mayor a 

nivel de los pulmones (roi2) y también aparece un cúmulo notable a nivel del 

cerebro (roi3) que no era patente en los tiempos iniciales.  
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Figura 6.19. Imágenes de fluorescencia del control (A) y del compuesto MFt200-QD800 a los 20 minutos 

de la administración del compuesto (B) y a las 3 horas del suministro (C). Se muestra la barra de 

intensidades de fluorescencia (máximo de intensidad de 9e+08 y mínimo 3e+07). 

 

Por claridad se trataron las imágenes obtenidas representando la 

eficiencia media de fluorescencia medida frente al tiempo de administración (figura 

6.20) a nivel de los tres órganos de interés en los seis animales tratados, los 

cuatro problema (A, B, C y D) y los dos controles (E y F). Se observa un 

comportamiento general en las tres regiones de estudio, hay un rápido incremento 

de la fluorescencia de emisión justo dos minutos después de la administración del 

compuesto y posteriormente la eficiencia de fluorescencia va disminuyendo a lo 

largo de las 3 horas de estudio.  

 

 

 

 



Modificación interna y funcionalización                                       
 

 201 

 

 
 

 

Figura 6.20. Eficiencia media de fluorescencia en las tres regiones anatómicas en estudio con respecto 

al tiempo de administración del compuesto, MFt200-QD800 (naranja) y control (negro).  

 

Como se observa en la figura anterior el comportamiento es similar en las 

tres regiones anatómicas estudiadas, sólo se observan diferencias en los primeros 

instantes tras el suministro del compuesto, después de los 15 primeros minutos el 

comportamiento es similar en todas las regiones. La mayor eficiencia de emisión 

se localiza en los pulmones y posteriormente en cerebro e hígado. Es de resaltar 

como en el hígado la disminución de la señal de fluorescencia es mucho más 

patente que en el resto de los órganos. 

 

Para concluir el estudio de la efectividad del conjugado MFt200-QD800 

como agente bimodal para MRI-OI se realizaron ciertos análisis de toxicidad 

Tiempo (min) 

Eficiencia media de fluorescencia (a.u) 
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celular del compuesto frente al agente de contraste comercial análogo, el 

Endorem®. Se hizo un estudio de toxicidad a 6, 12 y 24 h, en una placa 

multipocillo se incubaron células mesenquimales (ADAS, 100.000 céls/pocillo) y se 

incubaron con MFt200-QD800 a dos concentraciones (0.01 M y 0.001 M), se 

pusieron dos controles, las células sin agente de contraste para descartar las 

posibles muertes por estrés fisiológico o contaminación ambiental y otras tratadas 

con Endorem (0.01 M).  

 

Se adicionaron 200 μl de cada una de las disoluciones problema a los 

pocillos que contenían el cultivo celular. Tras 3 h de incubación de las células con 

el agente de contraste se eliminó el sobrenadante y se añadieron 200 μl de medio 

de cultivo fresco.  

 

Para estimar la supervivencia celular, se usó el ensayo de reducción 

comercial del (3-[4,5-dimethyl thiazol-2-y1]-2,5 diphenil tetrazolium bromide) (MTT, 

Sigma). Este compuesto es una sal de tetrazolio soluble, de color amarillo, que se 

transforma en un formazán insoluble, de color azul por acción de la actividad 

deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas, que se disuelve con isopropanol 

para medir su absorbancia en el espectrofotómetro. Se considera que la cantidad 

de formazán que se produce en un cultivo es directamente proporcional a la 

cantidad de células vivas.  

 

Pasados 5 minutos se adicionaron 10 µl de una disolución 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, las placas se incubaron 

nuevamente durante 3 horas a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente se adicionó de 

nuevo una disolución de MTT (100 µl), que en este caso contenía HCl para 

redisolver el precipitado azul violáceo que se forma al llevar a cabo la reacción de 

transformación en formazán. Las células se trataron posteriormente con Tripsina al 

1%, a las 6, 12 y 24 h. Finalmente la muerte celular se determinó a través de la 

absorbancia a 590 nm. El valor de absorbancia a dicha longitud de onda se 

correlaciona directamente con el número de células vivas. 
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Tiempo Endorem 
(0.01M) 

MFt200  
(0.01M) 

MFt200 
(0.001M) Blanco 

6h 0.409 0.181 0.2 0.472 
12h 0.236 0.139 0.329 0.431 
24h 0.179 0.127 0.431 0.482 

 
Tabla 6.3. Absorbancia a 590 nm. 

 

De estos datos se deduce que en las células control hay un 50% de 

muerte celular, por lo que sobreviven al tratamiento con MTT un total de 50.000 

células/pocillo, mientras que en el caso del tratamiento con los agentes de 

contraste el porcentaje de muerte celular es un poco mayor, en el caso del 

Endorem (0.01 M) a las 6 h el porcentaje de muerte es del 60% mientras que a 

partir de las 12 h el porcentaje se eleva al 80%, mientras que para la MFt200-

QD800 el porcentaje de muerte a la concentración más elevada (0.01 M) es del 

80% desde el inicio y en el caso más diluido (0.001 M) es del 70%.  

 

En conclusión, hemos desarrollado un método de preparación de 

nanoestructuras magnético-fluorescentes solubles en agua que representan un 

extraordinario punto de partida para la consecución de agentes de contrastes 

bimodales MRI-OI. De hecho, los parámetros de muerte celular y de Optical 

Imaging de las primeras nanoestructuras probadas in vivo cumplen con los 

requisitos exigibles, mientras que el gran inconveniente, el bajo valor de r2, pone 

de manifiesto la necesidad de incrementar la magnetización/g del bloque ferritínico 

magnético con objeto de optimizar este parámetro y hacerlo efectivo para MRI. En 

este sentido, algunos trabajos llevados a cabo en nuestro grupo ya han logrado 

obtener valores de r2 por encima de 100 mM-1s-1 utilizando oxihidróxidos de Gd 22 

en vez de magnetita-ferrihidrita en la cavidad ferritínica. Hay que resaltar que la 

flexibilidad de la ruta de preparación de estas nanoestructuras multifuncionales es 

por tanto una puerta abierta para la optimización del conjunto de parámetros que 

puedan permitir la preparación de agentes bimodales MRI-OI con especificidad 

añadida. 
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A partir de los resultados obtenidos se pueden sacar las siguientes 

conclusiones en los dos frentes principales que se han abordado en el desarrollo 

de esta tesis. Un primer frente en el que se ha realizado un estudio más detallado 

de la estructura de la ferritina y su relación con algunas enfermedades 

neurológicas (conclusiones 1-2) y un segundo frente dedicado a la síntesis de 

nanopartículas metálicas bifuncionales con aplicaciones biomédicas (conclusiones 

3-7). 

 

Eliminación reductiva de Fe 

1. El núcleo metálico de la ferritina está compuesto por una estructura polifásica 

de Fe, principalmente ferrihidrita y magnetita, donde la fase ferrihidrita es 

mayoritaria. Mediante un proceso de eliminación controlada de Fe podemos 

conseguir invertir las proporciones de manera que la fase magnetita pase a 

ser mayoritaria. La ferritina nativa así como las ferritinas obtenidas por 

eliminación reductiva de Fe, con 2200, 1200, 500 y 200  átomos de Fe se 

analizaron por Microscopia Electrónica de Transmisión (TEM), Espectroscopia 

de Absorción de rayos X cercana al umbral (XANES), Espectroscopia de 

pérdida de energía de los electrones (EELS) y Dispersión de rayos X de 

pequeño ángulo (SAXS), permitiéndonos proponer un modelo estructural para 

el núcleo metálico de tipo corteza-núcleo: magnetita-ferrrihidrita.  

 

Sensor de Alzheimer 

2. Un incremento en la concentración de los niveles sanguíneos de Homocisteína 

desencadena una liberación descontrolada de Fe desde la ferritina, lo que 

provoca la aparición de la fase magnetita, relacionada con el desarrollo de 

ciertas enfermedades neurológicas como el Alzheimer. La estimación de esta 

fase al igual que el exceso de homocisteína podrían ser útil para evaluar el 

progreso de esta enfermedad, usando este par magnetita-homocisteína como 

un biomarcador para la diagnosis precoz de la enfermedad. 
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Funcionalización de la capa externa de la ferritina 

3. La ferritina nativa puede ser funcionalizada, a nivel de su capa externa, a 

través de los grupos aminos de lisinas (concretamente tres lisinas por 

subunidad de ferritina), permitiéndonos obtener “ferritinas decoradas”.  Hemos 

anclado covalentemente a la capa orgánica de la ferritina colorantes orgánicos 

(Remazol brilliant blue and Orange 16) y fluoróforos, el 4-(2-hydroxyethoxy)-7-

nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBD), Alexa Flúor AF350 y AF430. La 

funcionalización simultánea de AF350 y AF430 en una misma subunidad de 

ferritina conlleva la aparición de un fenómeno de transferencia de energía 

denominado FRET. Dicho fenómeno puede ser regulado según la proporción 

de AF350- AF430.  

 

Deposición de ferritinas funcionalizadas 

4. Siguiendo la dinámica de funcionalización se han depositado de forma 

ordenada las nanopartículas de ferritina sobre un soporte de Au, por reacción 

covalente entre el SPDP y los residuos de lisina presentes en la superficie 

externa de la ferritina. Hemos desarrollado una ruta sencilla y flexible para la 

obtención de redes dimensionales de ferritina.  

 

Modificación del material interno de la ferritina 

5. Se ha desarrollado un método de síntesis que facilita la síntesis de 

nanopartículas metálicas albergadas en la cavidad de la apoferritina, 

incubándola con metales en estado de oxidación (II). La capa proteica de la 

ferritina evita la aglomeración de las nanopartículas metálicas y les confiere 

solubilidad en agua. Se ha propuesto un mecanismo de crecimiento y 

nucleación de las nanopartículas de Cu al usar la apoferritina como 

nanoreactor. 
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Modificación de la capa y el núcleo metálico de la ferritina 

6. Se han obtenido nanoestructuras bifuncionales al funcionalizar la superficie 

externa de una ferritina artificial en la que se ha modificado su material interno. 

Concretamente se han desarrollado nanoestructuras magnético-ópticas por la 

combinación de dos nanopartículas, la magnetoferritina  y los Qdots (525-, 
655- o 800-nm). Dichas nanoestructuras (MFt-QD), generalmente organizadas 

como dímeros, mantienen las propiedades magnéticas y fluorescentes típicas 

de sus precursores. 

 

Agentes de contraste MRI+OI 

7. Los bioconjugados MFt-QD podrían ser utilizados como agentes bimodales 

MRI-OI, puesto que la MFt podría actuar como un agente de contraste en MRI 

y el QD debido a sus propiedades ópticas es un excelente candidato para OI. 

La MFt-QD800 se ha probado en ensayos in vivo como un posible agente 

bimodal para MRI-OI. Los resultados obtenidos en los ensayos in vivo indican 

que dicha nanoestructura es potencialmente viable como agente de marcaje 

óptico, mostrando diferencias importantes con respecto al Qdot libre, en 

cuanto a los resultados de MRI deben mejorarse, puesto que se obtienen 

valores muy bajos en los tiempos de relajación r2, insuficientes para pruebas in 

vivo.  
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Ferritin is the mean keyword of this thesis. Two different research topics 

have been developed based on ferritin seeking for its biomedical applications: the 

study of mineral core structure as a function of iron removal processes 

(conclusions 1-2) and the use of ferritin as a biological platform for building 

bifunctional nanoparticles (3-7).  

 

Iron removal 

1. The native ferritin iron core consists of a polyphasic structure (mainly 

ferrihydrite and magnetite) and the proportion of each phase is changed by 

gradual iron removal, magnetite being the predominant phase when iron 

content decreases. Transmission Electron Microscopy (TEM), X-ray Absorption 

Near Edge Spectroscopy (XANES), Electron Energy-Loss Spectroscopy 

(EELS), Small-Angle X-ray Scattering (SAXS) applied in a batch of horse 

spleen ferritins from which iron had been gradually removed, yielding samples 

containing 2200, 1200, 500 and 200 iron atoms, collectively demonstrate a 

ferrihydrite-magnetite core-shell structure of the ferritin mineral core.  

 

Alzheimer’s sensor 

2. Excess of homocysteine produces a non controlled iron removal from ferritin, 

leaving a mark in the cavity: the ocurrence of magnetite. Therefore, we 

propose that excess of homocysteine and its interaction with ferritin are at the 

origin and development of the Alzheimer’s disease. Therefore, control over 

homocysteine blood level and magnetite brain content could be used as a 

double biomarker system for early diagnosis of this disease. 

 

Ferritin external shell functionalization 

3. Native ferritin can be used as a platform for chemically functionalization leading 

to “decorated ferritin nanoparticles”. The outer ferritin surface exposes amine 

groups belonging to lysine residues which covalently react with ester and acid 
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groups. We have covalently coupled organic dyes (Remazol brilliant blue and 

Orange 16) and the fluorophores 4-(2-hydroxyethoxy)-7-nitro-2,1,3-

benzoxadiazole (NBD), Alexa Fluor AF350 and AF430. It is possible to 

simultaneously couple AF350 and AF430 and when both fluorophores are 

present in the same ferritin subunit, Fluorescence Resonance Energy Transfer 

(FRET) occurs. This FRET can be tuned by varying the A350-AF430 ratio.  

 

Funtionalized Ferritin Deposition 

4. Likewise, we have made use of the functionalization way of the ferritin external 

surface (previously stated) for the fabrication of two-dimensional ferritin 

nanoarrays onto a modified gold surface. 

 

Modification of the Ferritin core 

5. Metal nanoparticles could be prepared within the apoferritin cavity using M(II)-

loaded apoferritin as a chemically and spatially confined environment for their 

construction. The protein shell prevents bulk aggregation of the metal particles, 

rendering them water soluble. A growth mechanism of Cu nanoparticles has 

been proposed. 

 

Simultaneous Modification of the Ferritin core and shell  

6. It is possible to simultaneously build a non native inorganic material in the 

internal ferritin cavity and to “decorate” the external surface.  Thus, a new class 

of water-soluble, fluorescent-magnetic 525-, 655- or 800-nm emitting quantum 

dots-magnetoferritin bioconjugates (MFt-QD) has been prepared. The 

nanostructures are patterned as dimer particles. Magnetic and fluorescent 

properties of both nanoblocks are maintained in the final nanostructure. 
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MRI-OI agents 

7. In the MFt-QD nanostructure family, the superparmagnetic magnetoferritin 

nanoblock can serve as contrast agent in MRI whereas the quantum dots as a 

fluorescent probe (OI). The MFt-QD800 nanostructure has been tested in vivo 

for this purpose. Preliminary results show that this nanostructure exhibits long 

blood half-time and high efficient fluorescence yield to be used as OI agent. 

The low mass magnetization and then low r2 values of MFt-QD were not 

adequate for getting high quality MRI images for in vivo applications. 
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