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OBJETIVOS

Objetivo general

o [Estudiar el efecto en células HelLa de las propiedades ferromagnéticas y
fototérmicas de nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados, radiados

con laser y expuestos a campos magnéticos giratorios.

Objetivos especificos

e Disefiar y construir una plataforma para placas de cultivo celular de 96 pozos que
cuente con un haz laser de 808 nm y 1 W/cm? de potencia.

e Disefiar y construir un equipo capaz de generar campos magnéticos giratorios
controlados sobre contenedores de cultivos de lineas celulares.

e Llevar a cabo una dispersion homogénea de MWCNTSs virgenes en medio acuoso
a través de oxidacion y recubrimiento con polimero biocompatible.

e Inducir muerte de la linea celular cancerigena Hela en cultivo en presencia de
MWCNTs utilizando los equipos construidos para explotar sus propiedades

fisicas.



INTRODUCCION

En afios recientes la fisica transita hacia horizontes donde los desafios abiertos
suponen en muchos aspectos nuevas revoluciones cientificas en muy diversas areas. La
fisica, en su faceta multidisciplinaria se vale de innumerables recursos intelectuales al
mismo tiempo que los impulsa para la exploracion colectiva de los fendmenos. De esta
forma la ciencia y la tecnologia se han nutrido de la suma de los conocimientos y las
herramientas modernas de cada disciplina cientifica guiadas por el entorno en el que se
desenvuelven para empujar las fronteras del conocimiento hacia una comprension cada
vez mas profunda, desde el origen hasta la evolucion de los mecanismos que gobiernan
la complejidad de los fenomenos. Hoy en dia, el nivel de experimentacion en los
diferentes campos de la ciencia ha alcanzado grados de sofisticacion en otros tiempos
inimaginables precisamente por el entrelazo que ahora con més fuerza existe entre las

diferentes areas cientificas con la fisica.

La aplicacion de los principios de la fisica a la medicina es tan estrecha que la
practica médica de estos tiempos no podria prescindir de las técnicas basicas y especificas
de la fisica. Los cambios en medicina a partir de los descubrimientos en fisica por
ejemplo, permitieron conocer el interior del cuerpo humano de forma no invasiva. Hoy
se encuentran en la bateria de pruebas diagnosticas, técnicas de imagen no invasivas
(radiografia, ultrasonido, resonancia magnética, tomografia computarizada, tomografia
por emision de positrones, etcétera.) que no tendrian lugar sin la conjuncién, no so6lo de
la fisica en la medicina, sino que ha sido esencial para el desarrollo de estas técnicas la
participacion de las diferentes areas de especialidad médico-bioldgicas con areas de

investigacion como matematicas, computacion, ingenierias, etcétera.

Actualmente la participacion de la fisica en medicina no se limita como
anteriormente se hacia, a lo referente a diagndstico por iméagenes Unicamente, ahora
también juega un importante papel en el tratamiento de enfermedades. Ademas, se ha
convertido en un elemento principal en programas de escrutinio para la deteccion
temprana, asi como en la planificacion de tratamientos de enfermedades y, en la obtencion

de informacion sobre la respuesta al tratamiento.

Un area emergente de la ciencia, que no corresponde a una rama de la fisica,

quimica, biologia ni de alguna otra ciencia, pero, en donde todas estas se han visto



converger, es la nanociencia. La nanociencia se ha convertido en un importante campo
cientifico con entidad propia, de la cual se desprenden otras ramas, entre ellas la
nanomedicina, que comprende aquellas practicas médicas basadas en interacciones con
materiales, estructuras o dispositivos de propiedades que se manifiestan en la escala
nanométrica. En esta nueva apertura de posibilidades de la medicina de ordinario juega

un papel sumamente importante la fisica.

La investigacion cientifica de materiales nanoestructurados en medicina ha
generado gran variedad de potenciales aplicaciones en oncologia. Se han propuesto
diversos nanomateriales con caracteristicas Optimas para ser utilizados en el desarrollo de
nuevas herramientas en el diagnostico y tratamiento del cancer. Los nanotubos de carbono
(CNTs por sus siglas en inglés) son una clase de nanomateriales que han generado un
interés importante y se han sometido a constante investigacion en torno a estas potenciales
aplicaciones oncologicas dadas sus propiedades fisico-quimicas tnicas. De entre sus
propiedades, las que destacan para este proposito son: gran estabilidad quimica y térmica,
facilidad de modificacion quimica, farmacocinética maniobrable e interacciones celulares

deseables.

En esta tesis se revisara la situacion actual de la terapia convencional del cancer,
mencionando los avances que existen a la fecha, asi como los pros y contras de cada tipo
de terapia. A continuacion, se subrayan los principales inconvenientes, de forma

introductoria hacia la justificacion de este tipo de investigacion.

Como veremos en adelante la terapia convencional del cdncer se cimienta
basicamente en la quimioterapia, la radioterapia, la cirugia y sus combinaciones. La
cirugia después de la deteccion oportuna de los canceres sdlidos sigue desempefiando un
papel decisivo en la supervivencia de los pacientes y supone en muchos casos la tnica
via de remision total. Sin embargo, con el fin de evitar el desarrollo de tumores
posquirurgico a causa de recidivas de tejido tumoral, la cirugia oncoldgica se vale de la
reseccion de la mayor cantidad de tejido potencialmente involucrado, incluyendo asi parte
del tejido normal adyacente al tumor. Por lo que en algunos casos trae consigo serio

desfiguramiento, entumecimiento, pérdida de la locomocidn, entre otros.

En etapas tempranas de algunos tipos de cancer, los quimioterapéuticos
radiosensibilizantes en combinacion con la radioterapia suele preferirse antes que la

cirugia, porque puede asi conservarse la funcion del 6rgano (como laringe o ano). Sin

3



embargo, la mayoria de los tratamientos quimioterapéuticos modernos contra el cancer
aun cuando se han conseguido especificidad hacia células de caracteristicas cancerigenas,
muchas otras células sanas comparten esas caracteristicas, por lo que siguen presentando
efectos secundarios sistémicos considerables, ademas van encaminados a inducir a la
célula cancerigena a su propia muerte, propiciando con esto la evolucion de clones de la

célula con fenotipos resistentes al tratamiento.

Por otra parte, la terapia con radiacion se basa en la irradiacion local del tumor sin
excluir tejido sano adyacente, cuyo volumen a irradiar es normalmente comparable al
volumen de escision quirtrgico, fundamentado esto en que las células sanas presentan
menor radiosensibilidad y son capaces de reparar las lesiones producidas por la radiacion
y por tanto ocurre mayor cantidad de muerte de células cancerigenas que afectacion a
células sanas. Entre los efectos adversos menos deseables que se pueden presentar en los
tejidos sanos adyacentes al tumor tras la irradiacion son los efectos tardios, que pueden

presentarse como nuevos canceres producto de la irradiacion misma.

De aqui que exista un interés creciente en la investigacion y el desarrollo de
nuevas técnicas terapéuticas contra el cancer que brinden alternativas a la cirugia con el
mismo o mayor efecto y potencial terapéutico que estd, pero que posean un perfil
minimamente invasivo. Entre estas investigaciones, algunas han sido orientadas a
desarrollar técnicas terapéuticas que permitan superar las tolerancias fisicas de las células
cancerigenas, consiguiendo una respuesta citotoxica independientemente de su diversidad

fenotipica.

Este enfoque alternativo de terapia del cancer no es nuevo, se conoce por ejemplo,
desde el siglo XVIII el tratamiento térmico local (70°C) y terapia térmica de cuerpo entero
(41-47°C), que se sabe, provoca por hipertermia, muerte celular por dafio irreversible
debido a la desnaturalizacion proteica y alteracion de la membrana celular. No obstante

estos tratamientos térmicos dafian asi mismo los tejidos sanos.

En este contexto, la evidencia que presenta la investigacion cientifica en la
corriente nanotecnologica con su caracter multidisciplinar ha generado gran variedad de
aplicaciones potenciales. Hasta ahora, la literatura cientifica en este tema presenta un
panorama aparentemente inagotable de posibilidades con el descubrimiento y/o
estructuracion de cada vez mas materiales a nivel nanométrico y el develamiento de sus

nuevas y variadas propiedades, asi como la posibilidad de alterarlas o conjugarlas para
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propdsitos especificos por la gran posibilidad de modificaciones a los que son

susceptibles. Donde han destacado por sus multiples funcionalidades los CNTs.

Aprovechandose de las extraordinarias propiedades de la materia en escala
nanométrica para fines terapéuticos, esta nueva rama de la ciencia abre las posibilidades
de aplicacion en la ciencia médica con lo cual es posible centrar la atencion en la
busqueda de nuevas terapias que comprometan unicamente a las células cancerigenas

minimizando con esto efectos no deseados postratamiento.



CAPITULO 1. NANOTUBOS DE CARBONO Y CANCER

I. Cancer

1. Epidemiologia

EL céncer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Un
estimado del 2012 calcula que cada afio se diagnostican alrededor de 14 millones de
personas con cancer en el mundo, una cifra que se prevé que aumente hasta los 22
millones anuales en los proximos dos decenios. En cuanto a las muertes por cancer, se
prevé aumenten desde los aproximadamente 8.2 millones de casos anuales en 2012 hasta

los 13 millones de casos anuales en el mismo periodo.

En este mismo afio, los canceres diagnosticados con mayor frecuencia a nivel
mundial fueron: cancer de pulmoén (1.8 millones de casos, 13.0%), de mama (1.7 millones,
11.9%) y céancer colorrectal (1.4 millones, 9.7%). Los tipos de cancer que provocaron un
mayor numero de muertes fueron: cancer de pulmoén (1.6 millones, 19.4%), higado (0.8

millones, 9.1%) y estomago (0.7 millones, 8.8%).

Los tipos de cancer mas frecuentes son diferentes en el hombre y en la mujer. Las
primeras causas de mortalidad en varones fueron los tumores de: prostata (15.6%),
bronquios y pulmén (15.6%), estdémago (9.4%), higado (7.5%) y pancreas (4.8%); y en
las mujeres fueron tumores de: mama (12.7%, higado (8.3%), estomago (7.9%),

cervicouterino (7.2%), y bronquios y pulmon (7%).

Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son debidas a cinco factores
de riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa corporal elevado, ingesta reducida de
frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y consumo de alcohol. El
consumo de tabaco es el factor de riesgo mas importante, representa la causa del 22% de
las muertes mundiales por cancer en general, y el 71% de las muertes mundiales por

cancer de pulmon.

Los canceres causados por infecciones viricas, tales como las infecciones por
virus de las hepatitis B (VHB) y C (VHC) o por virus del papiloma humanos (PVH), son
responsables de hasta un 20% de las muertes por cancer en los paises de ingresos bajos

y medios.



Importante en el incremento de la incidencia del cancer es el envejecimiento de
la poblacion, que conduce a un proceso donde las enfermedades transmisibles son
remplazadas por enfermedades cronico-degenerativas. Como consecuencia de esto, los
paises en desarrollo se ven afectados desproporcionadamente por el incremento de la
incidencia del cancer. Mas del 60% de todos los casos del mundo se producen en Africa,
Asia, América Central y América del Sur, y estas regiones registran aproximadamente el
70% de las defunciones por céncer a nivel mundial, una situacidon que se agrava por la

falta de mecanismos de deteccion precoz y de acceso a tratamientos.

El cancer representa un problema de salud publica. Aunque es usualmente
reconocido como un problema en los paises desarrollados, mas de la mitad de los casos
de cancer en el mundo se observan en las tres cuartas partes de la poblacion que habita
en los paises en desarrollo. En el &mbito mundial ocupa el segundo lugar en mortalidad

en estos paises, ubicandose detras de las enfermedades cardiovasculares.

Las cargas crecientes de cancer ejercen sobre los sistemas de atencion de salud
una carga insostenible. En 2010, se calcula que el costo econdmico anual total del cancer

alcanzo aproximadamente los 1.16 billones USS.

2. Descripcion general

El céncer es una enfermedad de presentacion multifacética que comprende un
grupo muy heterogéneo de enfermedades malignas que afectan a diferentes drganos. Hay
por ejemplo, dentro del cancer mamario (afectacidon cancerigena mas comun en la mujer
adulta) y testicular (afectacion cancerigena mas comun en varones jovenes), por el tipo
de célula y estructura involucrada, 4 tipos principales de cancer en seno y 3 tipos
principales de cancer en testiculo, los cuales comprenden a su vez varios subtipos. Como
otro ejemplo, dentro de los canceres hematoldgicos (cancer de manifestacion indistinta
del sexo) se encuentran 3 diferentes grupos que encierran a distintos tipos y subtipos de

variantes de cancer.

Asi, segun su localizacién en el cuerpo, el tipo de estructura y célula involucrada,
cancer es un término genérico para designar tal vez unas 200 distintas entidades. Las
llamamos céncer porque comparten en comun todas sus variantes un factor biologico

fundamental: el crecimiento anormal de las células.



Desde el punto de vista biologico es un trastorno esencialmente genético,
caracterizado por desregularizacién de la normalidad en el ciclo de vida celular. En la
normalidad, las células como parte de su ciclo de vida crecen, se dividen y mueren en una
forma controlada segin sean los requerimientos de mantenimiento del cuerpo. Este ciclo
es orquestado por complejos mecanismos genéticos que regulan un numero limitado de
replicaciones, después de las cuales la célula entra en un programa de muerte programada.
Ademas, si se detecta un dafio importante por un agente externo en la integridad de la
célula por el que esta deje de actuar correctamente también se le induce ese programa y
se le obliga a morir. Cuando este proceso ordenado se descontrola las células no mueren

cuando deberian morir y células nuevas se forman cuando el cuerpo no las necesita.

El céancer es el resultado del fallo acumulado de muchos de estos mecanismos
desencadenados por mutaciones, cambios en el ADN que afectan especificamente a los
genes encargados de mantener el equilibrio entre el nacimiento y muerte celular. En una
célula cancerosa estos circuitos se rompen, por lo que ésta no puede dejar de dividirse y

pierde la capacidad de morir.

Hoy sabemos que el cancer es una enfermedad causada por el crecimiento sin
control de una sola célula que conduce al desarrollo de clonas capaces de diseminarse e
invadir otras partes del cuerpo a través del sistema sanguineo y el sistema linfatico,
destruir tejidos adyacentes o distantes, que segin su evolucién natural conduce al

deterioro de o6rganos vitales y por ultimo a la muerte.

3. Clasificacion

Los diferentes tejidos corporales dan lugar a diferentes tumores. El cancer puede
aparecer en cualquiera de los tejidos del cuerpo, siendo mas vulnerables aquellos tejidos
que derivan de células en constante division. Para fines practicos y de este trabajo, los
diferentes tipos de cancer pueden agruparse como tumores sélidos, que corresponden a la
presencia de una masa solida formada por células neoplasicas ubicada en cualquier sitio
anatomico y, canceres liquidos que corresponden a la presencia de globulos blancos

neoplésicos en sangre, son canceres de la médula osea.

4. Causalidad
Los agentes etiologicos, causa directa de la transformacion maligna, son los
responsables de alterar diversos mecanismos genéticos y bioquimicos. Estos agentes

afectan los genes que participan en el control de la proliferacion celular (protooncogenes
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y genes supresores), sin embargo, una segunda clase de agentes no altera los genes, pero
potencia selectivamente el crecimiento de las células neoplésicas. Los primeros agentes
son iniciadores, y los segundos promotores. Los agentes iniciadores actian a través de
mutaciones. En cambio, los agentes promotores no inducen mutaciones, pero aceleran la
proliferacion de células mutadas como lo harian las células normales en ciertas
condiciones, por ejemplo: los estrogenos en el endometrio, los andrégenos en el cancer
prostatico o la hormona estimulante del tiroides en el cancer tiroideo bien diferenciado.
La presencia de estos agentes no es esencial para la transformacion maligna, pero la

consolida y promueve su desarrollo.

En esencia, para la iniciacion, es necesario que la célula acumule y perpetué varias
mutaciones para superar los mecanismos de oposicion a la proliferacion y, de este modo
permitir a la célula y sus descendientes ventajas proliferativas sobre las células normales.
No obstante, se requiere para distinguirse como neoplasia maligna, otras mutaciones
adicionales que posibiliten a las células a emigrar y diseminarse, produciendo metéstasis

para finalmente deteriorar los 6rganos vitales y producir la muerte del individuo.

A la fecha se han identificado varios agentes etioldgicos individuales importantes,
entre ellos el tabaco, aunque los detalles atin esperan dilucidarse. Otros factores relevantes
incluyen los rayos ultravioleta de la luz solar en el desarrollo de cancer de piel o las
radiaciones ionizantes, capaces de influir en el proceso de muchos tipos de céncer, y los
virus, como el virus del papiloma humano (VPH) que se sabe es el principal responsable
del desarrollo del carcinoma cervicouterino. Ademas el envejecimiento y otros procesos
vitales también contribuyen, generando radicales libres y fragmentos de moléculas con

reactividad quimica, que al reaccionar con el ADN dafian y mutan genes.

Otro factor importante es la herencia por mutaciones germinales, los cuales se
estima que producen el desarrollo de <5% de los canceres. No obstante, también rasgos
generales como la piel clara, abundantes lunares y otros incrementan las posibilidades de

desarrollar cancer a través de la repetida exposicion a agentes mutagénicos.

5. Terapias convencionales

5.1. Cirugia

La cirugia es el tipo mas antiguo de terapia contra el cancer y, en la actualidad, a

pesar de los avances de la radioterapia, las quimioterapias sistémicas, incluyendo las



terapias dirigidas a blancos moleculares, la cirugia sigue siendo el proceso al que se le
atribuye mayor grado de efectividad en el tratamiento del céncer. Se estima que la
reseccion quirargica produce alrededor del 62% de las curaciones, favoreciendo esto el
hecho de que la reseccion en etapas tempranas evita la transformacion maligna. Ademas,
también participa en la prevencion, diagnostico, evaluacion de la extension, tratamiento
paliativo, rehabilitacion de las secuelas y en la atencion de ciertas complicaciones debidas

a la evolucion de la enfermedad o a los tratamientos previos.

La cirugia ademds permite estudiar la pieza quirargica y obtener informacion
pronostica, que acompanada de la deteccion temprana junto con la correcta y sincronizada
combinacion de tratamientos complementarios suele representar una terapéutica aditiva
o sinérgica traduciéndose en una terapéutica mas efectiva. Cuando se han documentado
metastasis, la curacion es poco probable, pero la cirugia ain puede ser un importante
elemento paliativo e incluso, en casos muy especificos, cuando se dispone

complementariamente de un tratamiento sistémico efectivo podria asociarse a curacion.

Sin embargo el tratamiento quirGrgico a menudo origina secuelas y
complicaciones. La cirugia oncoldgica causa alteraciones funcionales y estéticos de
consideracion. No obstante, su constante evolucidon permite practicar resecciones menos
extensas, mas precisas, con la conservacion de 6rganos, extremidades y funciones, con
menor morbilidad, conservando su capacidad curativa y deteriorando menos la calidad de

vida.

En sentido paradojico, ese mejor conocimiento de los patrones de diseminacion,
el conocimiento biologico y el tratamiento multimodal también han conducido a cirugias
mas extensas y de alta complejidad que exigen que el cirujano oncdlogo desarrolle
habilidades especiales, asi como el acompanamiento de un equipo humano

multidisciplinario.
5.2 Radioterapia

En la radioterapia se usan radiaciones ionizantes, estas, por su alta energia son
capaces de disociar moléculas como el agua, proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos. Por lo
tanto, los efectos de las radiaciones ionizantes sobre tejidos resultan de una afectacion
directa de las moléculas celulares, sobre todo por la formacion de radicales libres que

afectan el material genético rompiendo las cadenas de ADN. Su aplicacion a células en
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periodo de division provoca en una fraccion de ellas, la pérdida de su capacidad de

reproduccion deteniendo su proliferacion.

En respuesta a esta agresion, las células poseen sistemas de reparacion a lesiones
radioinducidas, de eficacia y rapidez variable, segin el tipo celular en cuestion. Los
mecanismos diferenciales de reparacion entre células tumorales y células sanas son la

base de la aplicacion de las radiaciones ionizantes en la terapéutica humana.

Actualmente, la radioterapia es un elemento indispensable del tratamiento del
cancer. Se estima que la radioterapia da cuenta de un cuarto del total de curaciones de
cancer por los diferentes tratamientos existentes. La cirugia explica un poco mas de la
mitad del total de curaciones y las restantes son debidas a combinaciones de estos 2
tratamientos con o sin quimioterapia. A la quimioterapia por si sola so6lo se le atribuye el

4% del total de curaciones de cancer.

La afectacion a células sanas tras el tratamiento con radioterapia recae en
particular en aquellas que se dividen rapidamente. Su principal efecto toxico incide sobre
la médula 6sea por destruccion de su funcion debido al reemplazo del tejido normal por
tejido graso y fibroso. Estos efectos secundarios se pueden ver en todos los tejidos de los
organos expuestos a la radiacion, se originan por reaccion inflamatoria celular y su mas
grave escenario son los efectos tardios que se presentan como fibrosis con potencial

carcinogénico.
5.3 Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacologico contra el cancer ha sido desde sus inicios uno de los
retos mas complicados de abordar. Un tratamiento eficiente con quimioterapia requiere
comprender a profundidad los principios del crecimiento tumoral y, la busqueda o disefio
de un farmaco con mecanismos de accidon entrelazados al comportamiento bioquimico
tanto tumoral como el de la normalidad celular. Es por esto, que incluso en estos dias de
marcada evolucidn cientifica en este tema, al tratamiento quimioterapéutico solo se le

adjudica un porcentaje minimo de las curaciones del cancer.

Desde el punto de vista historico, la quimioterapia se ha utilizado principalmente
como tratamiento después de vislumbrada la ineficacia de las terapéuticas locales en los

canceres metastasicos. Sin embargo, hoy, gracias al producto de la investigacion en
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biolodgica molecular de los Ultimos 20 afos, la quimioterapia tiene un papel curativo

importante en el tratamiento de algunas neoplasias, en particular las hematologicas.

No obstante, se ha reconocido su potencial curativo en la administracion conjunta
a las técnicas de ablacion local. Por esto, los quimioterapéuticos ahora se usan en la
mayoria de los pacientes durante el tratamiento oncologico. Los regimenes especificos
quimioterapéuticos para uso clinico consideran factores como la sensibilidad de las
células neoplésicas, la farmacocinética, la farmacodinamia, la tolerancia de los tejidos
normales que condiciona toxicidad, sobre todo a niveles hematoldgicos vy
gastrointestinales. Incluso efectos adversos tardios que afectan al corazén, pulmones o

rifiones.

Estos regimenes estan dirigidos a la destruccion de la masa tumoral mediante la
administracion de farmacos que impiden la reproduccién celular, paralizando su
crecimiento lesionando los acidos nucleicos e interfiriendo en funciones biologicas vitales
para el crecimiento y desarrollo celular, obteniéndose pérdida de su capacidad de
replicacion y transcripcion. Las implicaciones finales conducen a modificaciones
irreversibles de los sistemas de reparacion con descodificacion de oncogenes implicados

en la apoptosis.

La principal desventaja a lo largo de su aplicacién viene dada por su propia
citotoxicidad. Durante el tratamiento se intercalan pausas necesarias (determinadas por
estudios clinicos y experimentales previos) de descanso entre las sucesivas aplicaciones,
para permitir la recuperacion de la toxicidad general. Esto propicia también el

restablecimiento del tumor y resistencia al tratamiento secundaria.

A diferencia de la cirugia y de la radioterapia, la quimioterapia es capaz de destruir,
no solo el tumor primario, sino también las metéstasis ya establecidas asi como las
micrometastasis en transito hacia 6rganos distantes, pero también, las células sanas con

caracteristicas similares a las células tumorales a las que son dirigidas.

Esta informacion concerniente al capitulo introductorio relacionado a lo general en
el tema de cancer fue tomada y conjugada alrededor de todos los parrafos que conforman

todo el texto de las siguientes referencias [1], [2], [3].
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I1. Nanotubos de carbono

1. El carbono

El carbono, es un elemento quimico que se puede unir de diferentes maneras para
crear estructuras con propiedades enteramente diferentes debido a la diferente hibridacion
que los atomos de carbono pueden asumir (sp, sp2 y sp3). A la fecha se le conocen
alrededor de 40 alotropias, de las cuales las mas estables de mayor a menor son: el grafito,

el diamante y el fullereno (Figura 1) [4], [5].

Como herramienta util hacia la descripcion de los CNTs se describe brevemente

el grafito y el fullereno.

El grafito esta formado por laminas separadas entre si por 3.35 A completamente
deslocalizadas y compuestas inicamente por la unién de carbonos con hibridacion sp?
conformando una red de anillos bencénicos fusionados (Figura 2a). En esta estructura,
solo tres de los electrones de valencias son compartidos covalentemente entre atomos
vecinos en un plano y el cuarto electron de valencia estd permitido para ser deslocalizado
entre todos los atomos. El tipo de unidon (sp2) construye una estructura en capas con

fuertes lazos en el plano, y débil union fuera del plano (fuerzas de Van der Waals) [4],

[5].

A una ldmina individual de grafito se le denomina grafeno y se considera un
alotropo aparte. Esta conformacion de espesor de tinicamente un 4tomo formada por este
arreglo de 4&tomos de carbono presente en las laminas de grafito es definido por la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) como "una sola capa de carbono de
la estructura de grafito, describiendo su naturaleza, por analogia, a un hidrocarburo
aromatico policiclico". Sin embargo, el nimero de capas de grafeno es a menudo més de
uno. Tal "grafeno" puede consistir en simples, pocos (dos a nueve capas), o incluso

multiples capas (>10 capas) (Figura 2b) [11].

El fullereno no es una sola especie de estructura, la denominacion representa al
conjunto de estructuras cerradas que conforman los tinicos s6lidos moleculares en el
conjunto de los materiales de carbono. Presentan una estructura curva cerrada (moléculas
de carbono) con siempre un namero par de &tomos. Para formar esta estructura convexa,
ciertos defectos topoldgicos tienen que ser incluidos en atencion al principio de minima

energia, por lo que tienen que ser introducidos pentagonos en el plano de la celosia de
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hexagonos de carbono para que la forma curva de los fullerenos tenga cabida. Asi, como
consecuencia del principio de Euler, se necesitan exactamente 12 pentdgonos para
proporcionar la curvatura topoldgica necesaria para cerrar completamente la red
hexagonal. Por lo tanto, todos los fullerenos (C2n (n-10) hexagonos) tendran 12
pentagonos independientemente del nimero de hexadgonos. Su estado de hibridacion es
intermedio entre sp> y sp® (el caracter sp® deriva de la curvatura del poliedro). El
representante arquetipico de esta estructura del carbono es la molécula de Cso formada
por launion de 60 a&tomos de carbono en un arreglo semejante a un balon de futbol clésico,
con 20 anillos de benceno fusionados combindndose sobre si mismos hasta adoptar una
disposicion esférica con las valencias sobrantes definiendo 12 pentdgonos: una especie

de icosaedro truncado de 60 vértices equivalentes (Figura 3) [5], [12], [13].
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Figura 1. a) Grafito, b) Diamante, ¢) Fullereno C60. Rocas en bruto.

Tomadas de [6], [7], [8].
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Figura 2. a) Estructura del grafito, b) Laminas de grafeno.

Modificada de [9], [10].
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Figura 3. Estructuras de moléculas de fullereno.

Tomada de [14].
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2. Los nanotubos de carbono

Los CNTs son una familia de materiales de carbono de diferentes estructuras
tubulares con didmetro en el orden del nandmetro y longitudes que pueden ser
impresionantemente largas en relacion a su didmetro. En general se representan como
arreglos tubulares de unicamente 4&tomos de carbono dispuestos en una red policiclica de
anillos bencénicos. Las propiedades de los diferentes tipos de CNTs dependen
fuertemente de su didmetro y longitud, de las paredes de los mismos, asi como de la

quiralidad [4], [15], [16].

Puede concebirse tanto la formacion de los fullerenos como de los CNTs a partir
de hojas de grafeno (Figura 4) y del mismo modo, los CNTs tedricamente pueden
construirse ya sea de la “elongacion” (Figura 5a) de un fullereno o del enrrollamiento de
una ldmina de grafeno (Figura 5b). Asi, de la elongacion de un fullereno se obtendria un
nano tubo de una sola pared (SWCNT por sus siglas en inglés) con extremos cerrados,
mientras que del enrollamiento de una lamina de grafeno se tendria un SWCNT extremos
abiertos. Sin embargo se ha demostrado tedricamente que solo los SWCNTs con
diametros por encima de 3 nm siguen manteniendo una estructura hexagonal, mientras
que los SWCNTs con didmetros por debajo de 3 nm forman en sus extremos curvaturas
pentagonales espontaneas que conducen finalmente al cierre del SWCNT, lo mismo para
los nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNTs por sus siglas en inglés) (Figura
5¢) [4], [17].

Los SWCNTSs mas estrechos tienen tal vez entre 10 y 40 atomos de carbono a lo
largo de la circunferencia conformando un didmetro de alrededor de entre 0.5 y 1 nm y
un arreglo de 4tomos a lo largo del eje del cilindro que puede ser muchos millones de
veces mas (longitud de micras) (Figura 5d) [16], [18]. Seglin el grado de enrollamiento
de la lamina de grafeno se podrian obtener nanotubos de pared doble, triple o multiple
(DWCNTs, TWCNTs o MWCNTs) (Figura 6). Estos CNTs se describen segun el modelo
de mufieca rusa, es decir, ldminas de grafeno dispuestas en cilindros concéntricos
(SWCNTs dentro de SWCNTs mas grandes) y, el modelo del pergamino, que es
basicamente una sola lamina de grafeno enrollada en torno a si mismo. La distancia entre
capas en los nanotubos de pared multiple esta cerca de la distancia entre capas de grafeno
en el grafito, aproximadamente 3.4 A. La estructura de mufieca rusa se observa con mayor

frecuencia [4].
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de fullereno y CNTs a partir de hojas de

Figura 4. Representacion de la formacion

grafeno.

Modificada de [19], [20].
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RO RO

d)

c)

Figura 5. Representacion esquematica de: a) Enrollamiento de una lamina de grafeno, b) la elongacion de un fullereno, ¢) del cierre

espontaneo de la terminaciéon de un SWCNT de diametro estrecho por la formacion de estructuras pentagonales en la terminacion de la red

y d) de un SWCNT.

Tomadas y modificadas de [17], [21], [22], y [23].
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Figura 6. a) Enrollamiento de hojas de grafeno, b) DWCNT, ¢) TWCNT d) distancia

entre nanotubos, €) modelo de muiieca rusa, f) modelo de pergamino.

Tomadas de [24], [25], [26].
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Segtin la orientacion del enrollado de la lamina de grafeno los CNTs pueden ser
quirales y no quirales. Si los hexagonos localizados en los extremos del tubo estan
orientados en paralelo o perpendiculares al eje del tubo no son quirales y estas
configuraciones se denominan “zigzag” y “armchair”, respectivamente. Todas las otras
conformaciones, donde los enlaces C-C estan en inclinacién con el eje del tubo, se
conocen como quirales o estructuras helicoidales. Los calculos teoricos indican que todos
los tubos del tipo armchair son metalicos, el resto son semiconductores (Figura 7) [27],

[28].

Los primeros albores de la existencia de estas estructuras se presentaron en
fotografia en 1976 por Oberlin, Endo y Koyama, quienes refieren en su trabajo el
crecimiento por pirolisis a ~1100°C de una mezcla de CsH¢/H2 de lo que los autores
llamaron filamentos o fibras de carbono (Figura 8). Sin embargo lo que mostraban sus
fotografias por microscopia electronica de alta resolucion finalmente resultaron ser

MWCNTs [29].

A este descubrimiento le preceden otros trabajos de diversos autores con
numerosas descripciones de estructuras filamentosas de carbono, de pequefio didmetro y
longitudes en una proporcion a su diametro gigantesca. Pero no fue posible su descripcion
en detalle debido a la baja resolucion de la microscopia utilizada en afios anteriores a la
invencion del microscopio electronico de transmision. Después de 1940, a la salida
comercial del TEM y al afinamiento de su resolucion, surgieron numerosos informes
sobre la descripcion de estas estructuras con las primeras evidencias de TEM de

filamentos nanométricos de carbono de cavidad hueca [30].

A estos trabajos le siguid la descripcion en 1985 de la molécula de fullereno por
H. W. Kroto et al., en su trabajo titulado Ceo buckminsterfullereno, llamada asi la
molécula en homenaje a Buckminster Fuller, el ingeniero inventor de la cupula geodésica.
Detalla la preparacion intencionada de C60 por la técnica de ablacion laser de grafito. El
buckminsterfullereno fue la primera molécula de fullereno en ser descubierta y es la que

se encuentra con mayor frecuencia en la naturaleza [5], [13].
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Figura 7. a) Esquematizacion del vector quiral (Ch) en una celosia de grafeno 2D, b)

relacion entre nimeros enteros (n, m) y el caracter metalico o semiconductor de los CNTs,

¢) estructuras armchair, zigzag y quiral de los CNTs.

Tomada de [28].
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Figura 8. Imagenes de TEM del trabajo de Oberlin, Endo y Koyama en su articulo

publicado en 1976 “Filamentous growth of carbon through benzene decomposition”.

Tomadas de [29].
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Finalmente la denominacion de los CNTs se debe a las observaciones por S.
Lijima de los MWCNTs en el afio de 1991 (Figura 9), quien compar6 las estructuras
encontradas por €l, con los fullerenos descritos 6 afios atras producidos por una ruta de
sintesis similar. En su trabajo refiere el hallazgo de estructuras tubulares con diametros
en rangos de entre 4-30 nm y longitudes de hasta 1 pm, asi mismo muestra fotografias de
microscopia electronica con nanotubos con didmetros que van desde los 5 hasta 7 nm
compuestos por 2, 5 y 7 paredes de hojas de grafeno. Posteriormente, 2 afios después,
descubrimientos independientes hechos por el mismo S. Lijima en colaboraciéon con T.
Ichihashi de NEC (Figura 10) y por D.S. Bethune y un grupo de 6 colaboradores de IBM
(Figura 11) mostraron las primeras fotografias de SWCNTs [31], [32], [33].

3. Sintesis de nanotubos de carbono

3.1. Descarga en arco eléctrico

Por este método fue reportado casi simultaneamente el crecimiento de SWCNTSs
en 1993 por Lijima et al., y Bethune et al., Lijima utiliz6 una cdmara de arco de descarga
lleno de una mezcla de gas de metano y argon. Dos electrodos delgados verticales en el
centro de la camara. El electrodo inferior, el catodo, tenia un bafio de hierro. La descarga
de arco se gener6 mediante la ejecucion de una corriente continua de 200 A a 20 V entre
los electrodos. Por su parte Bethune utilizd como 4nodos electrodos finos con agujeros
taladrados que estaban llenos de una mezcla de metales puros en polvo (Fe, Ni o Co) y
grafito. Los electrodos se vaporizan con una corriente de 95-105 A en atmosfera de He

[17], [31], [33], [34].

En resumen, este método consiste en establecer una diferencia de potencial
elevada a dos electrodos en un ambiente inerte, la diferencia de potencial produce un arco
eléctrico entre ambos electrodos obteniéndose una temperatura local muy elevada con
formacion de plasma entre los electrodos. Al estar, el electrodo de grafito (dnodo) bajo la
presencia del plasma, el carbono del grafito se sublima en 4&tomos individuales que al auto
ensamblarse en estas condiciones forman CNTs. Si el anodo es de grafito puro, se
obtienen MWCNTs, pero si contiene impurezas metalicas como en los experimentos de

Lijima y Bethune se obtienen SWCNTs [35], [34].

25



FIG. 1 Electron micrographs of microtubules of graphitic carbon. Parallel
dark lines correspond to the (002) lattice images of graphite. A cross-section
of each tubule s illustrated. a Tube consisting of five graphitic sheets,
diameter 6.7 nm. b, Two-sheet tube, diameter 5.5 nm. ¢, Seven-sheet tube,
diameter 6.5 nm, which has the smallest hollow diameter (2.2 nm).

Figura 9. MWCNTs presentado por S. Lijima et al.

Tomada de [31].
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Figura 10. SWCNTSs presentado por S. Lijima et al.

Tomada de [32].

FIG. 1a. Electron micrograph showing bundles of single-shell
carbon nanotubes which are curved and entangled. Dark blobs are
cementite particles which assist in tubule growth. A terminated
tubule is indicated by an arrow. b, Electron micrograph showing
individual single-sheil nanotubes. The tubule labelled 1is0.75 nm
in diameter and tubule 2 is 1,37 nm in diameter. A straight tubule
(3) and two terminated ones (4 and 5) can also be seen.
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FIG. 2 TEM image at higher magnification showing details of the FIG. 3 TEM image of a bare section of a single-walled nanotube. The
web-like material. Running through the deposited non-graphitic car- round objects adhering to the tube have diameters corresponding to
bon are single-walled nanotubes about 1.2 nm in diameter. Bare fy|lerenes with 60—100 carbons.

portions of these nanotubes are also evident. The dark spot in the

upper-right corner is a cobalt cluster.

Figura 11. SWCNTs presentado por D.S. Bethune et al.

Tomada de [33].
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3.2. Ablacién laser

Este método desarrollado por Smalley et al., en 1996 produce desde sus inicios
altos rendimientos (<70%) de SWCNTs por ablacion laser de barras de grafito con
pequenas cantidades de catalizadores metalicos (Niy Co) a 1200°C. En este caso un haz
de laser de alta intensidad vaporiza el objetivo, que es basicamente una mezcla de grafito
y el catalizador de metal en un tubo horizontal en un flujo de gas inerte a presion
controlada a =1200°C. Los nanotubos se forman al reorganizarse los a&tomos de carbono
y son depositados en un colector refrigerado por agua fuera del horno. Por este método
también se pueden producir MWCNTs en ausencia de catalizador metalico [17], [36],

[37], [34].
3.3.CVD

La técnica de descomposicion quimica de vapor CVD consiste en la
descomposicion de un catalizador en el interior de un reactor de tubo a 550-750°C con
ayuda de gases hidrocarburos, por lo general de etileno o acetileno. Estos gases al estar
en contacto con las nanoparticulas cataliticas se descomponen en carbon elemental. El
crecimiento de nanotubos de carbono sobre el catalizador viene después de enfriar el
sistema por deposicion de los atomos de carbono provenientes de la descomposicion del
gas hidrocarburo sobre el sustrato que contiene el catalizador. Los mejores resultados se
obtuvieron con los mismos catalizadores que en las técnicas de descarga de arco y

ablacion por laser, Fe, Ni o Co en forma de nanoparticulas [17], [34].

Existen 3 técnicas de CVD basicamente: el método del sustrato, donde el
catalizador se deposita sobre un sustrato y a partir de éste crecen los nanotubos al hacer
pasar por el reactor una fuente de carbono a temperaturas entre 300 y 1200°C (en una
atmosfera inerte o con hidrégeno). El método de catalizador flotante, es un proceso que
produce nanotubos de manera continua, aqui se introduce continuamente el catalizador
en el reactor junto con el gas fuente de carbono. Por tltimo, el método de reactor de lecho
fluidizado, la ventaja de este método es que la transferencia del calor entre las particulas
del lecho y los gases es excelente, por lo que el control de la temperatura es muy alto [17],

[34].
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3.4. Funcionalizacion de nanotubos de carbono

Los CNTs virgenes se encuentran en paquetes poco solubles en disolventes
organicos o acuosos debido a fuertes interacciones de Van der Waals entre tubos
individuales. Dado que la mayoria de las propiedades unicas de los CNTs se manifiesta
solo cuando se encuentran individualizados, la introduccion de entidades quimicas en la
superficie de los CNTs que puedan prevenir o disminuir las fuerzas de Van der Waals es

crucial en muchas aplicaciones con el fin de aprovechar sus propiedades unicas [38].

Existen dos métodos principales para modificar CNTs: el método covalente y no
covalente. El primero se basa en la unién covalente de grupos funcionales a los dobles
enlaces C-C, mientras que el segundo se basa en las caracteristicas de adsorcion de

moléculas capaces de sufrir apilamiento n-7 [38].

La funcionalizacion covalente permite un alto grado de modificacion quimica con
especies quimicas generalmente altamente reactivas. La reactividad del esqueleto
poliaromatico en los CNTs en comparacion con grafeno planar se incrementa
notablemente por la curvatura de la geometria cilindrica, que genera la desalineacion de
los orbitales sp?. Por otra parte, la presencia de defectos y rugosidades en la periodicidad
cristalografica de la red hexagonal de los nanotubos dopados aumenta ain mas la
reactividad y ayudan a mejorar su funcionalizacion quimica para el anclaje de otras

especies quimicas o particulas [38], [39].

Hay una gama relativamente amplia de grupos funcionales que se pueden conectar
ya sea a los extremos o las paredes laterales del CNT. Los extremos son mas vulnerables
por la curvatura mas pronunciada por lo que tienden a reaccionar mas rapidamente.
Probablemente la reaccion més empleada para funcionalizacion covalente de los CNTs
es el tratamiento con acidos fuertes oxidantes tales como HNOs; (o mezclas de
H2504/HNO3) y H202, que generalmente se combinan con sonicacion o calentamiento.
Este protocolo tiene la funcion de insercion de grupos carboxilo, carbonilo e hidroxilo
que pueden servir como puentes Utiles para anclar entidades mas complejas, que abarca
desde biomoléculas a derivados metalicos. Este tratamiento ademds se emplea para
purificar los CNTs de los restos de catalizadores metalicos usados durante la fabricacion.
Ademas la oxidacion deriva también en el acortamiento de los CNTs y en la apertura de
las puntas. Por lo tanto, como los CNTs se abren, la cavidad interior queda accesible para

la decoracion interna de varias especies organicas o inorganicas. Sin embargo para ciertas
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aplicaciones, el dafio producido en las paredes y extremos por el tratamiento con acido
no es deseado ya que puede modificar ciertas propiedades. Por fortuna actualmente existe
un método por CVD de obtener MWCNTs funcionalizados con estos grupos, producto
de la oxidacion con acidos fuertes pero sin dafio al adicionar etanol directamente en la
solucion precursora de tolueno/ferroceno a utilizar para la sintesis de nanotubos mediante

CVD [38], [40], [34].

La funcionalizacién covalente ofrece la ventaja de dejar la estructura
poliaromadtica sin dafio, como la adsorcion de moléculas funcionales no se produce con la
interrupcion del sistema m conjugado extendido, sino a través de fuerzas de Van der Waals
o de tipo interacciones electrostaticas, las propiedades electronicas y Opticas originales
de los CNTs estan casi completamente preservados, que es un factor clave para las
aplicaciones destinadas a la explotacién de todo el potencial de los CNTs derivadas de
tales propiedades. Sin embargo, el principal inconveniente es que debido a la naturaleza
de las interacciones es inherentemente débil, situacion que incluso se ha mostrado
provechosa para ciertas aplicaciones. En general, las pequefias moléculas aromaticas son
los candidatos ideales para unirse a las paredes laterales CNTs y funcionan como sitios

para la derivatizacion adicional [38], [34].

Un buen nivel de estabilidad de los CNTs funcionalizados de forma no covalente
se puede lograr con el uso de tensioactivos. Estos contienen una cabeza hidrofobica que
se cree se auto ensamblan alrededor de las paredes laterales de los CNTs y mejoran en
gran medida la solubilidad en medios acuosos por medio de las colas hidrofilicas. Las
dispersiones de los CNTs preparadas de este modo pueden ser estables durante tiempos
relativamente largos, especialmente cuando las cadenas hidrofobas son aromaticos. A
pesar de las dispersiones estables, esta estrategia sufre principalmente de la baja fraccion
de CNTs que se pueden dispersar, y por el hecho de que los tensioactivos no parecen ser
capaces de individualizar los tubos, sino que mas bien se auto-ensamblan alrededor de

paquetes [38].

I11. Nanotubos de carbono en la terapia del cancer.

De entre los nanomateriales en investigacion que han generado un interés
significativo en aplicaciones médicas, se encuentran los CNTs debido a sus propiedades
fisico-quimicas Unicas, entre las que destacan: alta relacion de aspecto, ultra alta area de

superficie, alta resistencia mecénica, peso ultraligero, propiedades electronicas Unicas,
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cavidad hueca, pequefio diametro, gran estabilidad quimica y térmica, facilidad de
modificacién quimica, farmacocinética maniobrable e interacciones celulares deseables

[41], [42].

Estos nanomateriales virgenes presentan hidrofobicidad intrinseca, ademas,
fuerzas de Van der Waals y fuertes interacciones m -  entre tubos individuales provoca
que se agreguen en haces o paquetes haciéndolos no biocompatibles y altamente toxicos.
Pese a esto, en torno al cancer han demostrado que se acumulan en los tumores so6lidos a
través de los vasos sanguineos del tumor, lo que permitié marcar como objetivo hacer que
sean adecuados para labores de diagnostico y terapia a escala celular en oncologia [43],

[44].

La exploracion de su quimica superficial con el hito de desarrollar
nanoplataformas avanzadas capaces de incorporarse en sistemas biolodgicos con diversos
enfoques novedosos ha permitido modificarlos para obtener diversos compuestos
conjugados biocompatibles, convirtiéndose en candidatos ideales para estas aplicaciones
en biomedicina mediante la mejora de su capacidad de dispersion acuosa, mientras que la
reduccién de la agregacion minimiza la toxicidad y mejora su capacidad de destino celular

[45], [46].

Ademas, su cavidad hueca, didmetro y longitud, pueden, ya sea por el proceso de
sintesis misma, o a través de diversos tratamientos posteriores a esta, manipularse para
obtener las dimensiones deseadas adecuadas para una tarea concreta. Esto, junto con la
gran area de superficie altamente sintonizable, en la cual es posible incorporar
directamente diversos grupos funcionales ademas de numerosas nanoparticulas, asi como
especies biologicas (ADN, ARN interferente pequeio, anticuerpos, enzimas, péptidos,
proteinas, nuevos farmacos, etcétera.) y drogas ordinarias, dota a los CNTs de multiples

funciones en nanoescala [47], [48], [49].

Por lo tanto la funcionalizacion es crucial para el desarrollo de su potencial como
sistemas para aplicaciones biomédicas. Actualmente se han desarrollado con éxito varios
esquemas de funcionalizacion en este sentido, que han permitido dar cuenta del
acoplamiento de estas especies de interés en medicina a los CNTs, pudiéndose modificar
hasta permitir la focalizacion a sitios especificos con ligandos de direccion, incluyendo
el reconocimiento selectivo de dianas moleculares, lo que resulta en una alta especificidad

de accion. Incluso, ha sido posible marcarlos radiactivamente para actividades
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especificas, o la entrega misma de radiois6topos. Ademads, y lo mas importante, se ha
demostrado que los CNTs tienen la capacidad de penetrar en las células de mamiferos y
transportar diversas cargas dentro de las células. Lo que introduce la posibilidad de
disefiar CNTs para aplicaciones especificas como sondas fluorescentes, agentes de
contraste, de hipertermia y sistemas de administracion dirigida en terapia contra cancer

[42], [43], [44], [45], [47], [49], [50], [51], [52], [53], [54], [55], [56].

1. Toxicidad de nanotubos de carbono

El descubrimiento de cada vez mas nanomateriales ha afiadido una nueva
dimension a la rapida evolucion de la nanotecnologia. En consecuencia, la exposicion a
los nanomateriales supone un aumento considerablemente en los proéximos afnos. Dado
que la nanotecnologia es un campo emergente, existe incertidumbre sobre los riesgos de

los nanomateriales sobre la salud, lo que ha atenuado el entusiasmo por su uso [57], [58].

Los nanomateriales tienen un area superficial por unidad de masa aumentada
respecto a los mismos materiales de tamafio convencional, esto implica un mayor numero
de atomos disponibles en la superficie amplificando su interaccioén con el entorno y por
ende su reactividad, presentando propiedades fisicoquimicas muy diferentes, por lo que
la toxicidad de los nanomateriales no puede extrapolarse de los estudios toxicoldgicos de
materiales equivalentes de mayor tamafio. Esto plantea riesgos desconocidos para la salud
del humano y otras especies. Este hecho hace necesario profundizar en la investigacion
de los riesgos potenciales de efectos adversos para el ambiente y/o la salud. Por lo tanto,

es primordial conocer los riesgos relacionados con la exposicion [57].

Las nanoparticulas pueden tener diferentes formas (esfera, fibra, tubo, anillo,
hojas, etcetera.). Se ha comprobado que, en términos generales, la toxicidad es mayor
para nanoparticulas con forma tubular, seguida de formas irregulares siendo menor para
nanoparticulas esféricas, considerandose iguales los pardmetros relacionados con su
reactividad. La toxicidad parece, por tanto, estar agravada por la forma fibrosa o

filamentosa de las nanoparticulas [59].

Los nanomateriales de carbono se consideran actualmente como uno de los
elementos clave de la nanotecnologia. Especificamente, el creciente interés que existe por
los CNTs debido a sus potenciales aplicaciones biomédicas, ha despertado, la inquietud
por evaluar la respuesta biologica y los efectos adversos en la salud que pudiera ocasionar

el uso de CNTs en medicina, asi como el impacto derivados de la funcionalizacion,
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oxidacion quimica y demds tratamientos a los que son sometidos los nanotubos para

lograr entre otros resultados, su solubilizacion [57], [60], [61], [62].

Los CNTs como vimos son una familia de nanomateriales con diversas y
maniobrables longitudes, didmetros y numero de paredes, (pared simple SWCNT, doble
pared DWCNT o paredes multiples MWCNT) y, muy a menudo impurezas metalicas
procedentes del catalizador utilizado para su sintesis. Utilizando los criterios de los
ensayos de toxicidad de las nanoparticulas respecto a su forma se ha establecido una
escala de toxicidad con el siguiente orden, de mayor a menor: SWCNTs > MWCNTs >

Ceo (fullerenos). Y SWCNTs/MWCNTs largos > SWCNTs/MWCNTs cortos [59].

La mayor preocupacion por la toxicidad de los CNTs es debido a su semejanza en
algunos aspectos con el asbesto, como: las caracteristicas estructurales, la alta relacion de
aspecto, la baja densidad especifica y baja solubilidad, por lo que podria presentar
toxicidad similar. La inhalacion de fibras de asbesto induce la asbestosis, una enfermedad
pulmonar progresiva, con desarrollo de fibrosis que finalmente desencadena en cancer de
pulmon y el mesotelioma maligno de la pleura. El papel del asbesto en el cancer de
pulmén sigue siendo objeto de debate. Sin embargo su forma fibrosa, el tamaio, la
relacién de aspecto y cargas de superficie han demostrado tener una fuerte influencia
sobre su toxicidad. El como estos parametros afecten la biotoxicidad de los CNTs es
totalmente desconocida, aunque en general se espera que juegan un papel significativo.
Sin embargo segin estudios recientes, los CNTs no son nuevos, ni son producidos s6lo
por laboratorios de alta tecnologia, también se encuentran en las particulas de la
combustion ordinaria de gases combustibles y materia organica. Por lo tanto,
probablemente son omnipresentes en nuestro entorno, estando fuertemente expuestos a

CNTs en el medio ambiente [57], [62], [63].

Aun asi, conocer especificamente la interaccion de los CNTs con células vivas
para determinar los efectos citotoxicos de los CNTs permitira establecer las condiciones
que lleven a un uso seguro de estas entidades en ambientes biologicos. Por lo que el perfil
de bioseguridad es crucial para la traduccion a una exitosa incursion en el area médica

[60], [61].

Los CNTs virgenes son quimicamente inertes e insolubles en soluciones acuosas,
interacciones de Van der Waals entre nanotubos individuales hacen que se forman

grandes agregados, los cuales se han asociado con toxicidad. Se ha demostrado que
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pueden acumularse en las células, drganos y tejidos con efectos peligrosos, por lo tanto

son de uso limitado en aplicaciones bioldgicas o médicas [58], [62], [64].

Sin embargo, a estas alturas, para muchas aplicaciones los CNTs se han
modificado a un grado tal que ha permitido vislumbrar su uso futuro en un sin fin de
aplicaciones, incluyendo biologicas. La principal modificacion a CNTs ha consistido en
su oxidacion. Este procedimiento que consiste en someterlos a un tratamiento con acidos
fuertes, crea grupos hidroxilo y grupos carboxilo tanto en sus extremos como en defectos
en sus paredes, ademas de acortarlos. Estos CNTs oxidados permanecen individualizados
y se dispersan mucho mas facilmente en soluciones acuosas. Adicionalmente, a partir de
la oxidacion, se han desarrollado una amplia variedad de métodos de insercidon de grupos
funcionales a la superficie de CNTs, ademas, se ha desarrollado otra amplia variedad de
métodos no covalentes para funcionalizacion de CNTs, que hacen que su manipulacion
sea mas facil. Como consecuencia de ello, la biocompatibilidad de los CNTs
funcionalizados se ha visto mejorada de forma tan evidente que ya se proponen como un
nuevo tipo de sistemas de soporte aplicables en ciencias bioldgicas o médicas [62], [64],

[65].

Aun asi, los reportes con informacion relativa a los peligros potenciales
relacionados con la exposicion a CNTs es rara y aun objeto de debate, muy controversial
y cuestionable debido a las diferencias en: el disefio experimental, los materiales, los
ensayos de viabilidad celular y las concentraciones de nanotubos, lo que provoca que los
datos se muestren a menudo contradictorios. Ademas, existe falta de acuerdo sobre los

mejores métodos para la caracterizacion de la toxicidad [57], [60].

Por otro lado el destino de los CNTs en el organismo en los actuales estudios de
toxicidad se cree vago debido principalmente a la falta de métodos adecuados para
detectar y cuantificar en células vivas y tejidos. Uno de los retos en la caracterizacion de
la suerte y los posibles efectos de toxicidad de los CNTs es el desarrollo de métodos de
nanometrologia que permitan la evaluacion cuantitativa de la distribucion y el
comportamiento en el entorno biologico. Uno de los avances al respecto es el etiquetado
de los CNTs con trazadores de imagenes que permite su deteccion, pero la disociacion
del trazador de los nanotubos una vez procesadas por las células puede conducir a un

destino biologico distinto de estas sondas con respecto a la de CNTs [66].
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2. Terapias alternativa del cancer mediante propiedades fisicas de nanotubos de
carbono.

Entre todas las opciones de tratamiento del cancer, la cirugia, ha tenido progresos
notables y sigue desempefiando un papel decisivo en la supervivencia del cancer,
mediante la eliminacion a través de la reseccion del tumor. Estos procedimientos han
conseguido actualmente, mediante el desarrollo de métodos quirurgicos de avanzada,
disminuir la invasion de tejido sano al mismo tiempo que otorgan la posibilidad de llegar
a mas sitios de dificil acceso. Sin embargo, esta actividad, compleja, exige sea estudiada
y adaptada caso por caso y, compromete la asistencia de un equipo humano donde
intervienen varias sub especialidades médicas, por lo que solo puede ser llevada a cabo

validamente en centros altamente especializados [53].

Por otro lado, la cirugia oncoldgica no ha conseguido eliminar por completo
secuelas tales como serio desfiguramiento, asi como pérdida de la funcién del 6rgano
intervenido. Ademas, el afinamiento hasta ahora de las técnicas quirurgicas ha traido
consigo inseparables consecuencias como son entre otras, intervenciones alargadisimas

que se convierten en extenuantes tanto para el paciente como para el cirujano [67], [68].

Por esto, el desarrollo de terapias alternativas a eludir la cirugia es muy
importante. Hoy en dia se encuentran en desarrollo un gran numero de opciones de
tratamiento del cancer, encaminados a proporcionar técnicas terapéuticas con
mecanismos de destruccion tumoral especificos, de mayor potencial curativo o
equivalente a la cirugia pero no invasivos, altamente eficientes y de aplicacion extensiva

hacia aquellas regiones vitales que son inaccesibles a la cirugia [69], [70], [71].

Entre estas opciones, la nanotecnologia ha proporcionado un enfoque que se
explora avidamente y figuran en la actualidad como una técnica terapéutica prometedora,
la cual se vale de las propiedades inusuales de ciertas nanoestructuras para provocar
destruccion a través de la induccion de factores fisicos en margenes superiores al del

maximo tolerado por las células [72], [73], [74].

3. Destruccion por hipertermia a través de nanotubos de carbono y radiacion NIR
Inspirado en la fiebre, reaccidon inmunoldgica para salvaguardar la integridad del

organismo, donde se eleva la temperatura homeostatica a un nivel por encima de 37°C

con el fin de debilitar los agentes patdgenos. La hipertermia terapéutica comprende el uso

de agentes térmicos externos para elevar la temperatura con fines curativos de diferentes
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enfermedades incluyendo el cancer. En torno al cancer, la terapia consiste en exponer
artificialmente a temperaturas suficientemente altas el tejido tumoral carcinogénico [73],

[75].

Las células cancerigenas no son inherentemente mas susceptibles al calor. Sin
embargo, dentro de los tumores se presenta una estructura irregular deficiente en oxigeno
y nutrientes, por lo que las células cancerigenas en el ambiente tumoral presentan una
tolerancia al calor muy inferior que las células sana en el tejido normal. Fundamentado
en lo anterior, este enfoque ha demostrado causar apoptosis a las células cancerosas en
respuesta directa a la aplicacion de calor por encima de un umbral de temperatura,
induciendo desnaturalizacion y coagulacion de las proteinas celulares, dafio en la
membrana y finalmente la muerte, mientras que en los tejidos sanos, capaces de disipar

el calor y mantener una temperatura normal, se produce un menor dafo [55], [72].

Los avances en ingenieria de materiales nanotecnologicos en direccion al uso de
nanoparticulas en medicina, ha permitido encontrar diversas nanoparticulas que se
desempefian en favor de su uso para este propodsito. Estas nanoparticulas han mostrado
ser materiales convertidores fototérmicos eficientes en absorber radiaciones inofensivas

produciendo calor [69], [76], [77], [78].

De esta forma, este enfoque, que ha demostrado su efectividad para tratar muchos
tipos de cancer de manera efectiva, se basa en la capacidad de estos nanomateriales
(convertidores fototérmicos) de acumularse preferentemente en tejidos tumorales tras su
administracion, para luego radiar con luz el sitio para causar calentamiento localizado y
la posterior muerte celular por citotoxicidad térmica, con un desenlace minimamente
invasivo hacia el tejido sano circundante, debido a que el material fototérmico sdlo es

activo en presencia de luz [69], [76], [55].

Estos materiales deben caracterizarse por tener especial afinidad hacia células o
tejido cancerigeno. La radiacion debe ser capaz de penetrar en los tejidos sanos sin
dafiarlos y luego ser absorbida a través del convertidor fototérmico implantado en los
tumores transformando en calor la radiacién para producir selectivamente la muerte de

células cancerosas, dejando las células sanas sin afectar [69], [76].

Hay una ventana en la region del infrarrojo cercano (NIR) entre la absorcion de

agua y la sangre (principalmente a partir de la hemoglobina) en el que los tejidos son
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maximamente transmisivos y la absorcion, dispersion, y autofluorescencia por los tejidos,
la sangre y el agua se reducen al minimo, por lo que, los convertidores fototérmicos mas
eficientes en operan en este rango "ventana biologica" (650-900 nm), se consideran los

mejores para utilizar en el tratamiento fototérmico [69], [76], [79].

De entre los materiales encontrados con estas caracteristicas, las investigaciones
han puesto en la mira como candidato ideal a los CNTs por su demostrada capacidad para
absorber de forma natural la radiacién de infrarrojo cercano (NIR) y liberar energia
vibratoria sustancial después de la exposicion a la radiacién en esta region, por lo que
recientemente, se han puesto a prueba como agentes liberadores de esta energia dentro de
tejido para producir calentamiento localizado, con mira a ser explotada como una terapia
térmica de tumores. Estas pruebas que exploran sus caracteristicas eléctricas, Opticas y
térmicas especiales debido a la disposicion de los atomos de carbono confinados en
volimenes de tamafio nanométrico, dan cuenta de que, la radiacion NIR es fuertemente
absorbida y convertida en calor de manera eficiente en un dominio de tiempo Optimo,

haciendo evidente su potencial uso en la terapia fototérmica de cancer [54], [76], [70].

4. Destruccion mecénica a traves de nanotubos de carbono y campos magnéticos
giratorios.

Nanoparticulas magnéticas conjugadas con otras nanoestructuras han sido
recientemente muy estudiadas debido a su potencial aplicacion en el direccionamiento
mediante una fuente magnética hacia un blanco particular en el organismo. Esto permite
el envi6 al blanco de quimioterapéuticos anclados a estas nanoestructuras, ademas de
tener la ventaja de actuar como agentes de contraste MRI y generadores de calor en la

hipertermia del cancer [80] , [81].

Los CNTs, por su peculiar cavidad hueca, son ideales para ser rellenados o
decorados en su superficie con estas nanoparticulas brindandoles proteccion a los agentes
externos. Existen en la literatura varios esquemas de rellenado o decorado de CNTs
exitosos en este sentido. Sin embargo, los CNTs presentan naturalmente impurezas de
nanoparticulas metalicas encerradas en su cavidad hueca debido al proceso de sintesis
con precursores de Fe, por lo que para algunas tareas concretas no se requiere un
acoplamiento adicional de nanoparticulas magnéticas para tener respuesta a la exposicion

a campos magnéticos [82], [83].
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Un enfoque de tratamiento del cancer completamente novedoso, se vale de las
propiedades paramagnéticas de CNTs con impurezas metdlicas provenientes del
catalizador para producir dafo mecanico a células cancerigenas. Estos CNTs son
utilizados como nanoherramientas accionadas por la presencia de un campo magnético

giratorio externo [84].

La estimulacion mecanica externa con potencial traumatico afecta la integridad
celular, ocasionando la activacion del mecanismo de muerte celular programada por dafo
irreversible a la membrana o produciendo directamente la necrosis celular por lisis de la
membrana. Para la mayoria de las membranas, el méximo de tolerancia de tension

(energia por unidad de 4rea) estd en el orden de 0,004 hasta 0,006 J/m? [80], [84].

En respuesta al campo magnético, los CNTs son inducidos a girar en suspensiones
de células cancerigenas con el objetivo de provocar dafio a la membrana por trituracion,
obteniendo formacion de poros en la membrana con fuga de componentes intracelulares
esenciales o destruccion celular completa por lisis de la membrana, haciendo evidente su
potencial uso en el tratamiento del cancer por destruccion a través de la conversion de
energia magnética en mecanica por CNTs inducidos a girar por la exposicion de un campo

magnético giratorio externo [84].
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

I. Desarrollo de los sistemas

Para la realizacion de este trabajo, fue necesario el disefio y
construccion/adecuacion de un par de equipos. Para su construccion se utilizaron
materiales obtenidos de ferreterias comunes a menos que se indique lo contrario. Estos
permitieron la realizacidon de los tratamientos empleados en cada caso para provocar la

muerte de las células cancerigenas.

1. Plataforma laser

Diodo laser de 1 W 808 nm obtenido de General Hardware México (Figura 12).
Tubo de CPVC (Policloruro de vinilo clorado) de 2 pulgada, lamina de acrilico
transparente de 1/8 de pulgada de grosor, lamina de acero, tubo PTR (Perfil Tubular

Rectangular) de 1 Y4 pulgada, pintura blanca, y laca transparente.

La lamina delgada de acero, la 1amina de acrilico, los tubos y conectores (coples)
de union de CPVC se acoplaron de tal manera que formaran una plataforma para la placa
de cultivo celular, la lamina de acrilico se monté en la base inferior de la estructura tubular
de CPVC y la lamina de acero en la parte superior, se perfor6 en el centro de la lamina
un hoyo del ancho exacto al orificio de la cdmara que contiene al diodo laser y se fij6 la
camara a la base con la ayuda de un soporte de PTR, la fuente de alimentacion del diodo
laser se sobrepuso en la base inferior, la lamina de acero se pint6 de blanco, se trazd una
cuadricula sobre la pintura que permitiera centrar cada pocillo de la placa de cultivo con
el haz de luz y, se pintd” con laca transparente para proteger la pintura con la cuadricula.
Finalmente se puso un interruptor de encendido y apagado a la fuente de alimentacion del

diodo laser.

2. Sistema inductor de campo magnético giratorio

Tubos de CPVC de ' pulgada, varilla roscada de 'z pulgada, ldmina de MDF
(Tableros de madera de fibra vulcanizada de densidad media), dado hexagonal de 1
pulgada, motor, redstato, vernier digital, tornillos para madre, tuercas y rondanas de 72
pulgada, tacémetro digital de no contacto y 2 imanes fuertes de neodimio grado 35

obtenidos de MAGNETICA SAIFFE S.A de C.V. México (Figura 13).
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Figura 12. Camara del diodo laser.

Foto: Vitali Cardenas.
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Figura 13. Iman de neodimio grado 35.

Foto: Vitali Cardenas.
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La lamina de MDF de 'z pulgada se dispuso de forma que hiciera las veces de base
y soporte para el motor, a los cables de alimentacion del motor se le conecto un redstato
con el fin de variar la tension eléctrica para controlar la velocidad, a la flecha del motor
se fij6 un dado hexagonal de 1 pulgada, en el dado se colocaron a presion 2 imanes que
miden de ancho 'z pulgada cada uno, con la ayuda de un tacometro digital de no contacto
se calibro la tension necesaria para que los imanes giren a 1000 rpm a modo de equiparar
el dispositivo utilizado en [84], 2 varillas roscadas en paralelo de aproximadamente medio
metro de largo fueron colocadas con ayuda de tuercas y rondanas perpendicularmente a
la base del MDF, se construyeron 2 brazos a modo de soporte para los viales, estos fueron
integrados (perpendicularmente a las varillas roscadas y de forma paralela a los imanes
que contiene el motor) a las varillas roscadas de modo que al girar una de ellas los brazos
subieran y bajaran, a los brazos se afianzo un vernier digital con el proposito de medir

con exactitud la distancia entre el vial y los imanes.
I1. Preparacion de las soluciones coloidales de MWCNTSs

1. Oxidacion de MWCNTSs

Los MWCNTs Fueron producidos en el Laboratorio de Polimeros y Compositos
Nanoestructurados de la Division de Materiales Avanzados del IPICyT. MWCNTs
virgenes fueron oxidados [74] y purificados [85] quimicamente segun el protocolo
descrito en la literatura [86]. 100 mg de MWCNTs se sumergen en 100 mL de una mezcla
acida compuesta por H>SO4 y HNO3 en una relacion de volumen 3:1 bajo sonicacion
durante 24 horas. La solucion resultante se sometio a un proceso de purificacion fisica
adicional por microfiltracion [87] segun el protocolo descrito por la literatura [86], se
filtran a través de una membrana microporosa de Nylon (0.2 micras), después se lavod
varias veces con agua deionizada en exceso hasta conseguir el pH del filtrado igual al del

agua deionizada.

El solido de MWCNTs oxidados (oxMWCNTSs) se recogio del filtro segun el
protocolo descrito en la literatura [88]. Los nanotubos se obtienen de la membrana seca
facilmente, despegandolos mediante una navaja. En caso que se utilicen una cantidad
menor, el filtro de membrana microporosa con los oxMWCNTs atrapados se transfiere a
200 mL de etanol y se desprenden por sonicacion durante 10 min, después de lo cual la
membrana se retira de la solucion de oxMWCNTs en etanol. Después el etanol es

cuidadosamente llevado a su punto de ebullicién y evaporado.
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2. Dispersion de oxMWCNTSs desnudos

Las dispersiones acuosas de oxMWCNTs desnudos se realizaron mediante ciclos
repetidos de sonicacion estandar (sonicador BRANSONIC 8510) durante
aproximadamente 7 horas hasta conseguir una dispersion homogénea sin tratamientos

adicionales. En resumen 2mg de oxMWCNTs se disuelven en 2 mL de agua deionizada.

3. Dispersion de oxMWCNTSs por recubrimiento de polimero

Las dispersiones acuosas de oxMWCNTs por recubrimiento de polimero se
realizaron mediante el recubrimiento por adsorcion en la superficie de oxMWCNTSs con
agente tensioactivo no io6nico [89], segin un protocolo modificado de la literatura [84].
Se utilizdo el tensioactivo no i6nico Pluronic F-127 (copolimero de bloque de
poliexietileno-polioxipropileno, PF-127 Sigma Aldrich). En resumen 2mg de
oxMWCNTs se disuelven en 2 mL de una solucion 1% PF-127 en agua deionizada. Esta
solucion se agita durante 5 horas a 70°C y después se sOnica en condiciones estandar
durante 2 horas hasta conseguir una dispersion homogénea, se filtra a través de una
membrana microporosa de Nylon (0.2 micras), se lava en exceso con medio de Dulbecco
modificado de Eagle (DMEM) que contiene 5% de suero fetal bovino (SFB) y
penicilina/estreptomicina, para eliminar el exceso de PF-127 en solucion.
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos se suspenden finalmente en DMEM para formar una
solucion madre de concentracion igual a 1000 pg/mL de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos

y almacenada a 4°C.

1. SEM

SEM de oxMWCNTs, oxMWCNTs/PF-127 embebidos y oxMWCNTs/PF-127
recubiertos se realizaron en el Laboratorio de Microscopia B5. LIDRA de CINVESTAV
unidad Querétaro en un instrumento JEOL, JXA-8530F equipado con EDS y WDS de
JEOL a cargo del A. José Eleazar Urbina. En resumen una gota de las muestras fue fijada
y secada sobre Si por deshidratacion a temperatura ambiente. La muestra se recubrio
después por el método de bajo vacio utilizando electrodos de carbono para evaporarlo y

obtener “films” de grafito que recubren las muestras y las hacen conductoras.

IV. TEM
TEM de MWCNTs virgenes, oxMWCNTs y oxMWCNTs/PF-127 se realizaron
en el Laboratorio de Microscopia Electronica de Transmision de la Universidad de

Sonora, en un instrumento JEOL, JEM 2010F equipado con CCD Orius y espectrémetro
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EDS Bruker. En resumen una gota de la suspension de los diferentes MWCNTs se
depositd sobre una rejilla de cobre recubierta, se sometid a secado en vacio antes de

observacion.

V. EDS
Se utiliz6 el espectrometro EDS Bruker del TEM sobre las mismas muestras en

las zonas de alto contraste.

VI. AFM/MFM

AFM/MFM de oxMWCNTs y oxMWCNTs/PF-127 recubiertos y
oxMWCNTs/PF-127 embebidos, en suspension se realizaron en el Laboratorio de
Microscopia de CINVESTAYV unidad Querétaro. En un AFM Dimension 3100 de Veeco.
En resumen una gota de las suspensiones de MWCNTs se depositod sobre un portaobjetos
de vidrio recubierto de lisina, se dejo secar en vacio antes de la observacion. Se utilizo
una punta magnética mediana con frecuencia en 68.7 KHz con drive amplitud de 1.93 V.
Previo a la mediciones la punta fue expuesta a un campo magnético por un lapso de 12 h

con el fin de aumentar su sensibilidad de medicion.

VII. Rayos X
Rayos X de oxMWCNTSs/PF-127 se realizaron en el Laboratorio A2 de difraccion
de Rayos X de CINVESTAV unidad Querétaro en un equipo RIGAKU Modelo

Dmax2100. En resumen una gota de la muestra fue depositada sobre Si antes del analisis.

VIII. Comportamiento de la temperatura tras la radiacion laser

Con el fin de determinar el tiempo de exposicion de las células a la radiacion laser
en presencia de los MWCNTs y de determinar las concentraciones de los mismos para
las cuales hay aumento de temperatura en el sistema, suspensiones de oxXMWCNTs y
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos de concentracion 12.5, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000
ug/mL fueron irradiadas por el laser de 808 nm a 1 W/cm?. Las suspensiones de
MWCNTs fueron colocadas en una celda hecha a medida. Esta celda permitié mantener
una mitad del volumen total en presencia del haz laser, mientras que en la otra mitad se
colocd el termopar fuera de la trayectoria del haz laser para evitar error por calentamiento
del termopar debido al laser. La temperatura se mide en intervalos de 10 segundos después
de iniciada la irradiacion y durante un total de 2 min. Todos los experimentos se realizaron

a temperatura ambiente. Las diferentes concentraciones de las soluciones de MWCNTSs
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se atemperaron en bafio a una constante para todas de 30°C antes del tratamiento con el

laser.

IX. Cultivo celular

En estos estudios se utilizaron lineas de células de cancer cérvico-uterino HeLa.
Se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). El medio de
cultivo fue suplementado con 5% de suero fetal bovino, L-glutamina y un conjugado
antibidtico compuesto de penicilina/estreptomicina. Los cultivos se llevaron a cabo bajo
condiciones de cultivo celular estandar en 5% de CO; a 37°C y 98% de humedad relativa,

sin ningun tratamiento adicional.

X. Citotoxicidad de MWCNTSs

Lineas de cancer cérvicouterino Hela fueron cultivadas durante 3 dias,
posteriormente se tripsinizaron y la suspension de células se centrifugaron durante 7 min
a 1800 rpm a 4°C, seguido a esto se re suspendieron en medio a una densidad de 10°
células/mL. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos con una densidad de 15,000
células/pocillo y se incubaron durante 24 horas a 37°C en 5% de CO,. Después de la
incubacion de 24 horas los medios fueron remplazados por suspensiones de oxMWCNTs
y oxMWCNTs/PF-127 en medio DMEM a una concentracion de 100, 50, 25, 12.5, 6.25
y 3.125 pg/mL y se coloco el control de células sin MWCNTSs. Posteriormente la placa
de 96 pocillos se llevo a incubacion adicional de 48 horas. Finalmente se utilizo el ensayo
de proliferacion celular MTT (3 (4,5-dimetiltiazol-2-i1l) -2,5-difeniltetrazolio) para
determinar la viabilidad celular después de la incubacion con MWCNTs por 48 horas.
Este ensayo implica la conversion enzimatica del sustrato MTT por las células
metabolicamente activas. La pérdida de la actividad metaboélica se utiliza como un
indicador indirecto de la pérdida de la viabilidad celular. Después de la adicion del
reactivo MTT, las células se trataron con un tampon de lisis (alcohol isopropilico acidico)
y se mantuvieron a temperatura ambiente bajo agitacion manual con el fin de llevar a
cabo la lisis y solubilizacion completa del producto MTT (cristales de formazan). La

absorbancia de cada pocillo se midié usando un lector de placas BIO-RAD iMark™,

XI. Tratamiento laser
Lineas de cancer cérvicouterino Hela fueron cultivadas durante 3 dias,
posteriormente se tripsinizaron y la suspension de células se centrifugaron durante 7 min

a 1800 rpm a 4°C, seguido a esto se suspendieron en medio a una densidad de 10°
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células/mL. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos con una densidad de 20,000

células/pocillo y se incubaron durante 24 horas a 37°C en 5% de COx.

A continuacion los medios de la placa de 96 pocillos fueron reemplazados por 100
puL de oxMWCNTs/PF-127 en medio DMEM a una concentracion de 100, 50, 25y 12.5
ng/mL dejando un control sin oxMWCNTs/PF-127. Seguido a esto la placa de 96 pocillos
se llevd a incubacion adicional de 2 horas y posteriormente a la plataforma para la
radiacion laser de 1 W/cm?, 808 nm. Sobre la plataforma la placa se hace coincidir con
los margenes de la cuadricula guia con el fin de hacer coincidir el pocillo No. 1 con el
centro del haz de luz y asi sucesivamente con los demaés pocillos. Los pocillos se trataron
con laser por 1 min a excepcion de los controles (células sin oxXMWCNTSs/PF-127 y

células con oxMWCNTSs/PF-127 sin exposicion al laser).

Durante todo el periodo de tratamiento, se colocé sobre la placa de cultivo agua
atemperada a 37°C contenida en una bolsa hermética, esta fue mantenida y cambiada cada
cierto tiempo a fin de mantener invariante la temperatura de la placa de cultivo por
condiciones ambientales. Inmediatamente después de todo el tratamiento laser la
dispersion de oxMWCNTSs/PF-127 fue removida y reemplazada por medio DMEM que
contiene suero fresco. Por ultimo la placa de 96 pocillos se cultiva adicionalmente por 24
h. Se utiliz6 el ensayo de proliferacion celular MTT para determinar la viabilidad celular
después de la hipertermia inducida por oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos y exposicion
laser 1 W/em?, 808 nm.

XII. Tratamiento magnético

Lineas de cancer cérvicouterino Hela fueron cultivadas durante 3 dias.
Posteriormente se tripsinizaron y la suspension de células se centrifugd durante 7 minutos
a 1800 rpm a 4°C, seguido a esto se suspendieron en medio a una densidad de 10°
células/mL. Esta suspension de células fue depositada en viales de vidrio en ausencia o
presencia de MWCNTs/PF-127 recubiertos a una concentracion de 20 pg/mL. El vial de
vidrio se coloca a las distancias de 11.7 mm, 16.8 mm y 24.1 mm de los imanes para
ajustar las densidades de flujo magnético por polo de 20, 40 y 75 mT respectivamente. El
sistema magnético se enciende durante 20 minutos para cada tratamiento. Después de la
exposicion la suspension celular se diluyd 12 veces para minimizar la toxicidad inherente
de MWCNTs/PF-127 recubiertos, con una concentracion final después de la dilucion de

1.67 pg/mL de MWCNTs/PF-127 recubiertos.
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La suspension celular después del tratamiento fueron sembradas en placa de 12
pocillos ajustada a una densidad de 250,000 células por pocillo para incubacién adicional
de 24 horas junto con los controles representados por suspension de células libres o con
MWCNTs sin tratamiento magnético. Las células incubadas después del periodo de
tiempo de 24 horas fueron lavadas dos veces con PBS antes de la tripsinizacion, tras lo
cual la suspension celular se mezclo con un volumen de 0.4% de azul de tripano. Después,
10 pL de las células tefiidas se colocaron en una camara de Neubauer bajo el microscopio
optico y se contd el numero de células viables. Los experimentos se realizaron por

duplicado.

Se realizo nuevamente el mismo experimento para realizar el ensayo celular MTT.
Todo el procedimiento se repitid sin variacion hasta el tratamiento magnético. Esta vez la
suspension celular después del tratamiento fue sembrada en placa de 96 pocillos ajustada
a una densidad de 20,000 células por pocillo para incubacion adicional de 24 horas junto
con los controles representados por suspension de células libres o con MWCNTSs sin
tratamiento magnético. Las células incubadas después del periodo de tiempo de 24 horas

fueron analizadas por el ensayo de viabilidad MTT.

X111 Analisis estadistico
El andlisis estadistico se hizo mediante andlisis de varianza (ANOVA), se llevo a
cabo una prueba de comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey, con un nivel

de significancia de p<0.05.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

I. Desarrollo de los sistemas

1. Plataforma laser

En la (Figura 14) se muestra el resultado final del disefio y la construccion de la
plataforma laser terminado. El disefio permite mantener el laser encendido por un periodo
considerable (prueba de = 6 h) de tiempo sin calentamiento del sistema. (Figura 14a),
importante para los largos tiempos que se requieren de encendido el laser para radiar cada

pozo de la placa de 96 pozos uno por uno.

La cuadricula de la mesa permite centrar cada pocillo de la placa de cultivo con el
haz de luz de la cadmara del diodo laser de la plataforma (Figura 14b). En la imagen se
puede observar el haz laser cubrir toda el area del fondo del pozo de la placa. Esto permitio
una radiacion uniforme de la zona de crecimiento celular en cultivo en la placa de 96
pozos y de las suspensiones de MWCNTs presentes, con lo que se puede esperar no exista
variacion de temperaturas en regiones del pozo que propicien la supervivencia de células

en presencia de la suspension de MWCNTs no expuestas al laser.

En los experimentos de prueba, donde ldminas delgadas de hules plasticos de
diferentes colores fueron sometidos al haz de luz, se observo calentamiento de éstas por
absorcion de la radiacion del haz de luz hasta derretirse. Por otro lado, y en contraste, la
placa de cultivo celular sometida a largos tiempos de exposicion al haz de luz presento
una absorcion insignificante de la radiacion observandose ningun calentamiento, por lo
que el plastico del que esta fabricada la placa de cultivo permiti6 realizar el experimental
sin interferencia (Figura 14). La exposicion de diferentes concentraciones de las
soluciones coloidales de MWCNTs obtenidas depositadas en los pocillos de la placa,
incrementaron su temperatura tras breves lapsos de la exposicion laser. La prueba
complementaria con agua pura colocada en uno de los pozos no mostré ningin
calentamiento apreciable. Las temperaturas fueron tomadas inmediatamente después de

la exposicion laser con un termopar Klein Tools.
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b)

c)

Figura 14. a) Plataforma laser disefio finalizado, b) El sistema después de mantenido
encendido una hora sin mostrar calentamiento y c¢) Placa de cultivo de 96 pocillos de
prueba sobre la plataforma laser, el haz de luz centrado en uno de los pocillos, con la

totalidad del area del fondo del pozo radiado por el haz de luz laser.

Foto: Vitali Cardenas.
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2. Sistema inductor del campo magnético giratorio

En la (Figura 15) se muestra el sistema inductor de campo magnético giratorio
concluido. El disefio permite, al igual que con la plataforma laser, un uso indiscriminado
del sistema sin presentarse calentamiento o algin otro deterioro en su funcionalidad a
causa de largos periodos de uso, importante para los largos tiempos requeridos de
encendido el sistema para someter cada vial con células cancerigenas por 20 min al campo

magnético giratorio en el tratamiento.

Los brazos contenedores de los viales quedaron alineados en paralelo a los imanes
y poseen una capacidad de ajuste para los viales Optima, lo que asegura mantener los
viales (que pueden variar en didmetro segin se requiera) en su posicion sin cambio
durante el tratamiento. El vernier digital se tara a cero con lo que es posible conocer la
distancia exacta del vial a los imanes, el motor es puesto a girar a 1000 rpm (con la
capacidad de aumentar o disminuir las revoluciones a voluntad para estudios posteriores)
con la ayuda del tacémetro digital de no contacto variando la tension suministrada con el

redstato (Figura 16).

En los experimentos de prueba, donde una pequefia cantidad de polvos finos de
MWCNTs fueron sumergidos en agua sobre una placa Petri de vidrio y colocada la placa
en los brazos del sistema a una distancia para tener una densidad de flujo magnético de
40 mT. Se observo, inmediatamente después de encendido el sistema a las particulas de
polvos finos de MWCNTs dispuestos a girar individualmente a velocidad apreciable tras
la exposicion al campo magnético giratorio debido a las impresas metdlicas
(predominantemente fierro) provenientes del catalizador utilizado para su sintesis. Estos
polvos finos en rotacion se agrupan formando agregados conforme pasa el tiempo de

exposicion al campo magnético giratorio.
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Figura 15. a) Esquema del sistema de imanes giratorios, iman y Ec. para calculo de intensidad de flujo magnético [90]. b) Sistema de imanes

giratorios concluido.

Foto: Vitali Cardenas.
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Figura 16. Sistema de imanes giratorios. Los imanes puestos a girar a 1000 rpm

utilizando un tacémetro laser digital de no contacto.

Foto: Vitali Cardenas.
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I1. Preparacion de las soluciones coloidales de MWCNTSs

Los métodos desarrollados para la obtencion de suspensiones coloidales estables
de MWCNTSs muestran en ambos casos alta eficacia en la dispersion de los MWCNTSs en
medios acuosos, ya que como producto finalmente se obtuvieron suspensiones coloidales
bien dispersadas y homogéneas tanto de oxMWCNTs desnudos (Figura 17) como de
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos (Figura 18). Estas suspensiones fueron estables atin al
ser sometidas a centrifugacion a 2000 rpm durante 5 min después de lo cual no se

encontraron precipitados.

La estabilidad de las suspensiones de MWCNTs fue suficiente a lo largo del
desarrollo de los experimentos en este estudio, sin embargo, se observo que la estabilidad
de las suspensiones de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos decay6 en el tiempo formandose
precipitados que eran facilmente suspendidos mediante agitacion. La estabilidad de la
suspension de oxMWCNTs desnudos fue més estable en el tiempo no observandose
precipitados incluso después de meses de preparadas, como reportado por otros autores
[91] y en sentido contrario con otros [54] quienes refieren es su trabajo, formacion de
agregados y precipitacion de estos al solubilizar los ocxXMWCNTs en medio acuoso. Este
resultado sugiere que la interaccion del recubrimiento entre oxMWCNTs/PF-127
recubiertos cercanos en la suspension eventualmente conduce a una agregacion de los
MWCNTs en este régimen de dispersion, suspendiéndose de nuevo facilmente con

agitacion y leve calentamiento.

Lo contrastante con la suspension de oxMWCNTs desnudos, la cual permanece
estable a lo largo del tiempo, se debe a la presencia de los grupos funcionales carboxilo
disponibles para interaccionar con el medio. Estos grupos funcionales se sabe son
altamente disociables en medio acuoso, [74] por lo que la estabilidad de esta preparacion
esta vinculada con la estabilidad del pH del medio, corroborado esto al acidificar
abruptamente la preparacion mediante la adicion de pequefias cantidades de H2SOs
diluido, tras lo cual se observd una agregacion y precipitacion de los oxMWCNTs
desnudos inmediatamente después de acidificada la suspension (datos no mostrados). Por
otro lado la suspension de oxMWCNTs desnudos se muestra en apariencia de mayor
viscosidad que la suspension de MWCNTs/PF-127 recubiertos. Esta apariencia es debida
a las propiedades tensioactivas del recubrimiento de PF-127 [92] sobre las paredes del
nanotubo, que provoca una disminucion de la tension superficial de la suspension de

oxMWCNTs/PF-127 recubiertos.
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Figura 17. Diluciones en serie 1:1 de oxMWCNTSs en agua a partir de 100 pg/mL, con concentraciones finales de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125
y 0.00 pg/mL. (De izquierda a derecha).

Foto: Vitali Cardenas.
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Figura 18. Diluciones en serie 1:1 de oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos a partir de 100 ug/mL, con concentraciones de 50, 25, 12.5, 6.25 y
3.125 pg/mL. (De derecha a izquierda, respectivamente).

Foto: Vitali Cardenas.
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Un dato importante a considerar es que las suspensiones de MWCNTs asi
preparadas no permite obtener MWCNTs purificados en cuanto a sus dimensiones, [87]
por lo que estas suspensiones se espera, contengan una mezcla de MWCNTs con alta
polidispersidad en tamafio. Esta mezcla de longitudes se espera, juegue un papel
importante en cuanto a su citotoxicidad en este estudio, dados los reportes existentes sobre

toxicidad de CNTs largos [59].

I11. SEM

Las micrografias SEM de las suspensiones de MWCNTs preparadas revelan una
pelicula delgada formada por los oxXMWCNTs desnudos (Figura 19), indicativo de una
dispersion de oxMWCNTs en medio acuoso homogénea. Mientras que es facil apreciar
en la (Figura 20) que para oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos la dispersion consta de
nanotubos en pequeios paquetes. Estos resultados estan en concordancia con lo
observado en el comportamiento macroscopico de las suspensiones descrito en la seccion
IT de este mismo capitulo, donde se observa que la suspension de oxMWCNTs desnudos
es mas estable en el tiempo que la suspension de oxXMWCNTs/PF-127 recubiertos que

presenta precipitacion de los MWCNTs al paso de un par de semanas.

Este comportamiento a la vista de estos resultados por SEM, explica la paulatina
acumulacion al paso del tiempo de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos individuales
formando pequeios agregados que eventualmente tienden a crecer hasta su precipitacion,
ya que la metodologia de preparacion de la suspension en este estudio involucra
centrifugacion a 2000 rpm inmediatamente después de preparada la muestra, no

observandose precipitados a simple vista después de este tratamiento.

Dado que la precipitacion se manifiesta con el paso del tiempo (entre una y dos
semanas de preparada la suspension) revela que las propiedades del PF-127 se combinan,
dando por un lado la formacion de micelas, ademas del recubrimiento parcial de paquetes
de nanotubos en vez de nanotubos individualizados, mientras que por otro lado muestra
la interaccion de los bloques hidréfobos con la superficie del nanotubo, donde los bloques
hidréfilos que tienen una alta afinidad por el disolvente quedan expuestos formando una
configuracion de cepillos sobre la superficie del nanotubo brinddndole una dispersion

estable en medio acuoso.
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b)
Figura 19. Micrografias por SEM de a) oxMWCNTSs 1000x, b) oxMWCNTs 25000x. Se
observa una buena dispersion de los oxMWCNTs por deposito de una pelicula delgada

de los nanotubos claramente distinguible en b).
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b)
Figura 20. Micrografias por SEM de a) oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos 1000x, b)

oxMWCNTs/PF-127 recubiertos 25000x. Se observa a los oxMWCNTs/PF-127

recubiertos  dispersos en forma de pequefios paquetes de nanotubos claramente

distinguible en b).
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Este comportamiento muestra como el recubrimiento asi desarrollado puede verse
afectado bien por la formacion de micelas entre las moléculas de PF-127, un
recubrimiento parcial de las paredes del nanotubo con las moléculas de PF-127, o bien,
por el recubrimiento de racimos de nanotubos con PF-127, lo cual conduce tanto a una
dispersion completamente homogénea de los nanotubos individuales bien recubiertos,
como al mantenimiento de pequefios agregados de nanotubos que se recubren de PF-127
quedando dispersos en la suspension como grupos de CNTs en racimos, asi como al
aglomeramiento de micelas en las paredes de nanotubos conduciendo a un recubrimiento

denso de PF-127 [93].

IV. TEM

El estudio por Microscopia Electronica de Transmision de las diferentes muestras
revela MWCNTs. Los MWCNTs virgenes presentan un didmetro de alrededor de 60 nm,
con una longitud que no fue posible determinar mediante TEM por estar en un orden de

magnitud fuera de campo (Figura 21) Presentan también abundantes impurezas metalicas

(Figura 22).

Los oxMWCNTs desnudos presentan una reduccion en su didmetro de entre 20 y
30 nm, con una disminucion considerable de sus paredes, asi mismo, las paredes se
observan con mayor proporcion de defectos debido al tratamiento &cido, el cual
contribuye también a una menor proporcion de impurezas metalicas presentes después

del tratamiento (Figura 22).

Por otro lado, en la (Figura 23a) se presentan micrografias de los nanotubos
completamente embebidos en el polimero PF-127 mediante el tratamiento dado, se
observa la presencia de polimero atn en el sustrato rodeando a los nanotubos. De la
misma forma, en la (Figura 23b) se presentan las micrografias obtenidas para los
oxMWCNTs/PF-127 sometidos a lavados, puede observarse que el recubrimiento
polimérico persiste atin después de los lavados. En cuanto a las dimensiones de la pelicula
del polimero (Figura 24) los resultados arrojaron un recubrimiento uniforme en toda la
pared del nanotubo de aproximadamente 2 nm. En la (Figura 25) se observa la
Transformada Répida de Fourier (FFT por sus siglas en inglés) generado por el software
Digital Micrograph, Gatan, a partir de la cual se revela la organizacion de las paredes de

los MWCNTs que presentan un espaciamiento periddico.
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Figura 21. Micrografias por TEM de a) MWCNTs virgenes de longitud fuera de campo;
b) oxMWCNTs longitud 1 a 2 pum; ¢) oxMWCNTs/PF-127 longitud 1 a 2 um.
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Figura 22. Micrografias por TEM de, a) MWCNTs virgenes y, b) oxMWCNTs desnudos.
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Figura 23. Micrografias por TEM de, a) oxMWCNTs/PF-127 embebidos en polimero y,
b) oxMWCNTs/PF-127 lavados (PF-127 recubiertos).

63



127 recubiertos y lavados.

20 nm

Figura 24. Micrografias por TEM de oxMWCNTs/PF-

ancho de las paredes de

3

de 11.

tro interior

. r

Dimensiones aproximadas de diame

10

imérico.

49 de recubrimiento pol

S0nmy 1

64



Figura 25. Micrografia TEM de oxMWCNTSs/PF-127. Se sefala la region de las paredes
de donde se origina la FFT a partir de la cual se observa un espaciamiento de nm entre

las paredes el patron de difraccion a partir de la FFT de la imagen.
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Importante a considerar son los defectos en las paredes observados que se
muestran a ser considerables. Al analizar las micrografias por TEM de los MWCNTs
virgenes, oxidados y PF-127 recubiertos se encontrdé un desplazamiento en la distancia
entre paredes de los MWCNTSs de magnitud de = 1 A (Figura 26). El espaciamiento mas
comun encontrado entre paredes en los CNTs es de entre 0.32-.35 nm [94], en buen
acuerdo con la distancia entre paredes obtenidas para los MWCNTs virgenes en este
estudio, mientras que para los MWCNTs oxidados y PF-127 recubiertos se encontraron
espaciamientos en promedio por arriba de 0.4nm. Este hallazgo puede involucrar apertura

de las paredes por destruccion a través del tratamiento dado.

V. EDS

Los MWCNTs estudiados por TEM fueron analizados también por espectroscopia
de dispersion de energia de rayos X, principalmente en las zonas con impurezas
provenientes del catalizador utilizado para la sintesis de los MWCNTs como las
observadas en la (Figura 27). En el espectro de EDS de la (Figura 27¢) se observa que las
nanoparticulas encerradas en el interior de los nanotubos es fierro, se muestran las sefales
provenientes del carbono de las paredes del nanotubo y de fierro provenientes del
catalizador utilizado para su sintesis, ademas se puede ver un pico relativo a oxigeno que
corresponderia a nanoparticulas de 6xido de fierro. El pico de cobre es debido a la rejilla

utilizada para depositar la muestra.

VI. AFM/MFM

En la (Figura 28) se observan micrografias por microscopia de fuerza atomica
(AFM) de muestras de oxXMWCNTs oxMWCNTs/PF-127 embebidos y oxMWCNTs/PF-
127 recubiertos en modo de no contacto para la adquisicion de imagenes de altura de las
muestras. Se presentan los resultados obtenidos para las 3 muestras con formacion de
imagen en 3D de topografia. En la figura, se muestran ademés micrografias de AFM
obtenidas en fase magnética (MFM) del mismo campo con el fin de evidenciar las

propiedades ferromagnéticas de las muestras.

Para este proposito una punta magnética fue expuesta a un campo magnético por
un lapso de 12 h con el fin de aumentar su magnetizacion y sensibilidad de medicion. La
punta magnetizada escanea el perfil de topografia del mismo campo analizado para la

adquisicion de imagenes de altura. La interaccion de la fuerza magnética de la punta con

66



b)

Figura 26. Micrografias TEM de MWCNTs. a) virgenes, b) oxidados, ¢) PF-127 recubiertos. Se aprecia el alto grado de defectos en las

paredes en cada etapa del tratamiento, con un espaciamiento mayor entre paredes con defectos.
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Figura 27. Regiones de impurezas de a) MWCNTs virgenes, b) de oxMWCNTs y ¢) EDS
de la region de impureza de los MWCNTs.
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Figura 28. Micrografias por AFM/MFM. 1) Topografia 3D, 2) Topografia 3) Deteccion de dominios magnéticos por cambio de frecuencia
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oxMWCNTs desnudos, c3) considerable cambio en la frecuencia de trabajo relacionados con propiedades magnéticas.
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la muestra se correlaciona con propiedades ferromagnéticas de la muestra con lo que se
obtendria, tras la deteccion de dominios magnéticos una sefial en cambio de frecuencia

de trabajo similar a la imagen de altura correspondiente.

Las imagenes de MFM de las diferentes suspensiones de MWCNTs revelan para
oxMWCNTs/PF-127 embebidos, ninguna sefial de identificacion correspondiente a la
sefial obtenida en la imagen de altura, para oxMWCNTs/PF-127 recubiertos una sefal de
identificacion apenas apreciable y para oxXMWCNTs desnudos una sefial de identificacion
considerable, apreciandose una sefal que dibuja una silueta equivalente a la senal

obtenida en la imagen de altura.

Estos resultados corroboran lo observado en la seccion I(2), donde polvos finos
de oxMWCNTs son puestos a girar en presencia del campo magnético giratorio generado

por el sistema construido.

Sin embargo, los resultados de este estudio revelan que los oxMWCNTs asi
preparados presentan débil interaccion con el campo magnético, consecuencia de la
perdida de impurezas metalicas por el tratamiento oxidativo, que posiblemente reduce en
mas de lo requerido, el porciento de impurezas metalicas para una interaccion adecuada
con el campo magnético giratorio, la cual se ve aun mas disminuida por el recibimiento

con PF-127.

A razdén de lo observado por MFM puede esperarse que el resultado del
tratamiento magnético de las células en presencia de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos no

tenga un efecto tan marcado como el deseado.

VII. Rayos X
El patron de difraccion de rayos X de oxMWCNTs/PF-127 muestra picos
claramente marcados en: 20 = 19° 20 = 23" y, 26 = 26°. Ningln pico se hizo coincidir con

el patron de difraccion de las estructuras cristalinas presentes en la muestra.

Los picos correspondiente a 20 = 23° y 20 = 26° se espera corresponda a la
estructura atomica de las paredes de los MWCNTs destruidos derivada del extenso
tratamiento de funcionalizacion (sonicacion en mezcla de 4cidos por 24 h) mas el proceso
de recubrimiento por PF-127 (agitacion magnética por 4 h seguido de sonicacion por 3 h

en solucion al 1% de PF-127) las cuales se observan en TEM con un desplazamiento entre
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capas de aproximadamente 1 A en comparacion a la distancia entre paredes de los

MWCNTs no sometidos al tratamiento.

Sin embargo, para esto, es necesario repetir el proceso de preparacion de la
muestra, considerar el patron de difraccion de PF-127, de MWCNTs virgenes y
oxMWCNTs por separado ya que la falta del patron de difraccion de las diferentes etapas
en la preparacion de la suspension de oxMWCNTs/PF-127 hacen dificil concluir a que se

deba el patrén de difraccion obtenido (Figura 29).

VII1. Comportamiento de la temperatura tras la radiacion laser

En el estudio del efecto de la radiacion laser sobre las suspensiones de
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos a concentraciones de 12.5, 25, 50, 100, 250, 500, 1000
ng/mL (Figura 30) y (Figura 31) radiadas con un laser de 808 nm y 1 W/cm? de potencia.
Estos resultados arrojaron que la radiacion laser provocd un incremento en la temperatura

a todas las concentraciones estudiadas.

Se observd un aumento considerable de la temperatura incluso para la
concentracion mas baja probada de 12.5 pg/mL (Figura 30a). Estos resultados muestran
la alta capacidad de MWCNTs para liberar calor después de la exposicion a radiacion
laser con longitud de onda de 808 nm como reportado por otros autores [69], [95], con
densidad de potencia de 1 W/cm?, una potencia inferior a los tratamientos empleados en
otros estudios con laseres de longitud de onda diferente [54], [69], [70], [95],0bteniéndose
de igual forma el calor requerido para generar temperaturas factibles para la ablacion

térmica, con tiempos cortos de exposicion a la radiacion laser.

Las concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL mostraron un comportamiento
dependiente de la concentracion, incrementando su temperatura conforme aumenta la
concentracion en los mismos tiempos de exposicion a la radiacion laser (Figura 30a, b, c,
d). El mayor aumento de temperatura observado corresponde a la suspension de
concentracion 100 pg/mL (Figura 30d). En contraste, no se observd un incremento de
temperatura mas alld del observado para esta concentracion, por el contrario, las
suspensiones de concentraciones superiores a 100 pg/mL muestran un estancamiento en
su capacidad para aumentar su temperatura al ser expuestos al laser, no alcanzando

temperaturas por encima de la temperatura alcanzada por la concentracion de 50 pg/mL.
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Figura 29. DRX de oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos. El patron de difraccion muestra
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Figura 30. Efecto de la radiacion laser sobre suspensiones de oxMWCNTs/PF-127 para las concentraciones de: a) 12.5 ug/mL, b) 25 pg/mL,
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de comportamiento de la temperatura a todas las concentraciones usadas.
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Estos resultados concuerdan, parcialmente con lo reportado en el estudio de la
referencia [70], quienes describen un limite de saturacidon para la concentracion de 100
pug/mL a partir de la cual, suspensiones de concentraciones superiores no presentan un
aumento significativo de temperatura respecto a esta concentracion. Esta diferencia, en
parte, puede deberse a que el espectro de absorcion del agua presenta un pico de absorcion
considerable a la longitud de onda de 1064 nm del laser utilizado en su estudio. En este
trabajo el agua pura mostro ser completamente transparente a la longitud de onda del laser

utilizado de 808 nm.

El incremento de la temperatura para la concentracion de 100 pg/mL estd en una
relacién aproximada de 1°C por cada 10 segundos de radiacion laser (Figura 30d), este
incremento de = 0.1°C/s refleja el aumento de temperatura en un volumen igual al doble
del volumen expuesto al laser, tomando esto en consideracion, junto con el
comportamiento visto para concentraciones arriba de esta, se decidié un tiempo de
exposicion de un minuto para los ensayos celulares con suspensiones de oxMWCNTs/PF-

127 recubiertos a las concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL.

IX. Citotoxicidad de MWCNTSs

Se realizaron ensayos de la actividad citotoxica intrinseca de oxMWCNTs
desnudos frente a la linea celular cancerosa HeLa en concentraciones de 3.1, 6.25, 12.5,
25,50y 100 pg/mL a las 48 h (Figura 32), obteniéndose una proliferacion de 87, 81, 77,
72,71, 61%, respectivamente). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre las concentraciones de, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL para los oxMWCNTs frente
al control celular con una p<0.05, excepto a la concentracion de 3.1 pg/mL, donde no se

encontrd diferencia estadistica respecto al control.

Los resultados obtenidos para los oxMWCNTs/PF-127 recubiertos sobre la linea
celular HeLa a 48 h fue de 72, 65, 60, 59, 55, 49% a las concentraciones de 3.1, 6.25,
12.5, 25, 50 y 100 pg/mL, respectivamente (Figura 33), dichos resultados muestran que
la citotoxicidad fue considerablemente alta a estas condiciones. Existen diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al porcentaje de proliferacion para todas las

concentraciones usadas con respecto al control con una p<0.05.
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Figura 32. Viabilidad celular después de la exposicion de la linea celular HeLa a concentraciones de diluciones 1:1 de suspensiones de
oxMWCNTs desnudos a partir de 3.14 ug/mL hasta 100 pg/mL.
Los resultados representan dos ensayos por triplicado £ DS. *Diferencia estadisticamente significativa con p<0.05 respecto al control de

acuerdo al andlisis de Tukey.
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Figura 33. Viabilidad celular después de la exposicion de la linea celular HeLa a concentraciones de diluciones 1:1 de suspensiones de
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos a partir de 100 pg/mL hasta 3.14 pg/mL.
Los resultados representan dos ensayos por triplicado + DS. *Diferencia estadisticamente significativa con p<0.05 respecto al control, de

acuerdo al anélisis de Tukey.
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El comportamiento de la citotoxicidad muestra ser dependiente de Ila
concentracion, revelando un mayor efecto para los oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos que

para oxMWCNTs desnudos (Figura 32) y (Figura 33) respectivamente.

En la (Figura 34) se muestran las imagenes de los cultivos después de las 48 horas
con las diferentes concentraciones de los oxMWCNTs/PF-127 recubiertos, se observan
aglomeraciones celulares inusuales con marcada coloracion negra, posiblemente debida
a los nanotubos. En contraparte con los controles que muestran células integras en su
morfologia. Por otro lado la (Figura 35) muestra la presencia de una gran cantidad de
cristales de formazan que van disminuyendo conforme aumentamos la concentracion de

los nanotubos recubiertos.

La toxicidad de CNTs se ha relacionado fuertemente con el grado de aglomeracion
y la solubilidad en agua [96]. A partir de la informacion obtenida de los resultados de la
evaluacion de la citotoxicidad de las suspensiones de oxMWCNTs desnudos y
oxMWCNTs/PF127 recubiertos, donde los oxMWCNTs/PF127 recubiertos exhiben
mayor citotoxicidad, junto con los datos derivados de las micrografias por SEM, que
revelan que la dispersion de los oxMWCNTs/PF127 recubiertos en suspension consta de
pequefios paquetes de nanotubos y, la observacion macroscopica de la estabilidad de las
2 suspensiones de nanotubos, en donde se observa a la suspension de oxMWCNTs/PF127
recubiertos formar precipitados al paso de unos cuantos dias de preparada la suspension,
puede facilmente atribuirse esta citotoxicidad observada a estos factores ampliamente

reportados como influyentes en la toxicidad de CNTs.

Por otro lado, el grado de toxicidad de los CNTs se ha identificado a estar en
relacion a sus dimensiones (distribucion de didmetros y longitudes), densidad de defectos
en las paredes (huecos, dobleces), subproductos en el proceso de sintesis (residuos de
catalizador, carbono amorfo, fullerenos) y al proceso de funcionalizacién (grafeno
oxidado, 6xidos metalicos) [97]. Asi, la longitud y diametro de los CNTs, impurezas y
densidad de funcionalizacién juegan un papel igualmente importante en cuanto a su

toxicidad [91]
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Figura 34. Imagenes de células HeLa tratadas con oxMWCNTSs/PF-127: a) control de
células sin MWCNTSs/PF-127, b) 12.5 ng/mL, ¢) 50 pg/mL, d) 100 pg/mL.
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Figura 35. Imagen de los cristales de formazan en células HeLa después de 48 horas de
expuestas a MWCNTs a las concentraciones de a) 6.5 pg/mL, b) 12.5 pg/mL, ¢) 25 pg/mL
d) 50 ug/mL e) 100 pg/mL después de 4 horas de contacto con el reactivo MTT.
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Por otro lado, el grado de toxicidad de los CNTs se ha identificado a estar
relacionada con sus dimensiones (distribucién de diametros y longitudes), densidad de
defectos en las paredes (huecos, dobleces), subproductos en el proceso de sintesis
(residuos de catalizador, carbono amorfo, fullerenos) y al proceso de funcionalizacion
(grafeno oxidado, oxidos metalicos) [97]. Asi, la longitud y didmetro de los CNTs,
impurezas y densidad de funcionalizacion juegan un papel igualmente importante en

cuanto a su toxicidad [91].

Dado que las suspensiones de MWCNTSs preparadas en este estudio constan de
nanotubos en un rango de dimension muy amplio tanto de didmetro como de longitud,
esto evidenciado por TEM, donde ademas se observa un grado alto de defectos en las
paredes de los nanotubos, causa del prolongado tratamiento bajo sonicacion en mezcla de
acidos, ambos factores reconocidos como criticos en el grado de toxicidad de nanotubos,

se correlacionan y explican los resultados obtenidos.

Estos resultados pueden verse contrastar con otros reportes, por ejemplo, en un
reporte de reciente publicacion [98], se demostrd que la exposicion de 20 pg/mL de
MWCNTs oxidados (aqui denotados como oxMWCNTs desnudos) causan citotoxicidad
minima en células HaCaT, la cual es estadisticamente no significativa con respecto a su
control de células sin tratamiento a las 0.5 y 24 h. Comparando este estudio con los
resultados aqui obtenidos para oxMWCNTs desnudos donde incluso a la concentracion
mas baja probada (3.1 pg/mL) se observa citotoxicidad estadisticamente significativa

respecto al control, es clara la discrepancia en la citotoxicidad.

Esta diferencia en los resultados puede ser atribuida al tipo de linea celular
empleada y al tiempo de exposicion al tratamiento, sin embargo, en el articulo no se
mencionan las dimensiones de los nanotubos, condiciones de oxidacion, ni hacen
referencia a si se llevd acabo o no caracterizacion fisicoquimica de la muestra, lo que hace
dificil discutir si existe la posibilidad de que ambos nanotubos puedan comportarse de

manera similar en la interaccion con las células.

Por otro lado, en sentido contrario, estos resultados pueden verse confirmar con
otros reportes, por ejemplo, en un reporte en el que evaluan citotoxicidad de MWCNTs
simplemente oxidados por ensayo MTT [62] se demostro que la exposicion de 40 pg/mL
de MWCNTs oxidados causan citotoxicidad en células de fibroblastos dérmicos humanos

normales (NHDF) comparable a los resultados obtenidos en este estudio sobre células
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HeLa, en los mismos tiempos de exposicion. La concordancia de este estudio con los
resultados aqui obtenidos para oxMWCNTs desnudos independientemente de la linea
celular empleada tiene relacion a las similitudes de los procesos para la obtencion de la
suspension de los nanotubos, en las que, las técnicas empleadas para su caracterizacion,
aun siendo diferentes, denotan ciertas caracteristicas fisicoquimicas en similitud para las

preparaciones de MWCNTs oxidados en cada estudio.

X. Tratamiento laser de las células HeLa en presencia de MWCNTS

En este estudio se puede apreciar clara toxicidad inherente de los
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos al observar el decaimiento de la viabilidad de las células
HeLa en el grupo control con oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos sin exposicion laser, la
cual disminuy6 significativamente respecto al control de forma dependiente a la
concentracion de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos tras solo 2 h de incubacion. Estos
resultados en comparacion con lo observado en el estudio de citotoxicidad de
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos, que comprende una exposicion a oxMWCNTs/PF-127
recubiertos por 48 h en cultivo, revela que la toxicidad producida a causa de la presencia
de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos ocurre en las primeras horas y no depende del
tiempo, ya que se puede observar una toxicidad equivalente. Sin embargo un estudio mas

detallado no se realizo.

No obstante, lo obtenido en este estudio para el grupo control de células HeLa con
nanotubos sin exposicion al laser, contrasta con los resultados obtenidos contenidos en la
referencia [62] que reporta, citotoxicidad dependiente del tiempo en cuatro diferentes
grupos, que comprenden, células NHDF y exposicion a MWCNTs oxidados por 24, 48,
72, 96 h, revelando mayor citotoxicidad a mayor tiempo de exposicion a los MWCNTs
oxidados. Esta diferencia puede atribuirse tanto al tipo de célula en estudio, como a la
diferencia en los nanotubos, ademas del recubrimiento de polimero de los MWCNTs aqui
estudiados. Estos datos, junto con los datos encontrados en la referencia [98] con
MWCNTs oxidados sobre células HaCaT, que revela una recuperacion de las células
después de perturbada su normalidad por la presencia de nanotubos, refuerza esta
hipotesis e indica que el dafio producido es reversible y no trasciende mas alla del
provocado inicialmente por su presencia para ciertas células tolerantes, sin embargo, a

razon de nuestro conocimiento no existe un estudio confirmatorio en detalle.
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Por otro lado, aunque el dafo producido solo por los oxMWCNTs/PF-127
recubiertos puede considerarse apreciable, trabajos recientes han mostrado que una
purificacion mas estricta de los nanotubos en cuanto a su forma, junto con una adecuada
funcionalizacion y enriquecimiento del medio de cultivo (para compensar el secuestro de
nutrientes por los CNTs) se traduce en una mayor biocompatibilidad y una reduccion

sustancial de su toxicidad haciéndola apenas apreciable [99], [100].

En este estudio es muy notorio y completamente contrastante el dafio producido
al sumarse la exposicion a la fuente laser en las células en presencia de los
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos. Por lo que estos resultados muestran un efecto
citotoxico contundente atribuible a la combinacion de los oxMWCNTs/PF-127
recubiertos y exposicion al laser, observandose incluso inhibicion total para el grupo de
células con 100 pg/mL de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos con un minuto de exposicion
al laser. Esto demuestra que el efecto toxico conjunto de ocxMWCNTs/PF-127 recubiertos
+ Laser permite producir un aumento localizado de temperatura sobre las células con

potencial destructivo que se traduce en la ablacion térmica de las células cancerigenas.

Ademas, ya que el grupo control (exposicion de los cultivos al haz de luz laser en
ausencia de MWCNTSs) no muestra ningtn deterioro ni pérdida de la viabilidad celular,
demuestra que, si bien no se puso a prueba un tejido bioldgico de forma integra, las células
junto con el medio de cultivo, suero bovino y nutrientes son altamente transparentes en
la region NIR. Esto, con los resultados de ablacion térmica total de las células tras el
tratamiento hace evidente el potencial uso de este enfoque terapéutico en la terapia de

tumores solidos (Figura 36).

&3



I Células sin tratamiento
B Cc¢lulas + Laser
100

o BEE Células + CNTs
3 —
© 80 ni BB cCé¢lulas + CNTs + Laser
o
< EEEE *
o) :.:. :l:l
S 60 7 o o
o :.:. e
o o o
— S l:l:
@ e e
L) S !
= 40 7 o e
N = =
- e o
3 5 5

20 - o
s e o

0 — | | I.7

0.00 12.50 25.00 50.00 100.00
MWCNTs/PF-127 recubiertos [pg/mL]

Figura 36. Viabilidad celular después del tratamiento laser en presencia de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos frente a la linea celular HeLa.
Los resultados representan dos ensayos por triplicado + DS. * Diferencia estadisticamente significativa con p<0.05 respecto a los controles,

de acuerdo al analisis de Tukey.
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XI. Tratamiento magnético de las células HeLa en presencia de MWCNTS

Después de este tratamiento la viabilidad de las células HeLa en el grupo control
con oxMWCNTs/PF-127 recubiertos sin campo magnético aplicado disminuyo
significativamente después de 24 h de cultivo (Figura 37a). Sin embargo, el estudio de
citotoxicidad de oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos evaluada en el apartado IX, no revela
una citotoxicidad tan drastica para ninguna de las concentraciones de las diferentes
suspensiones de MWCNTs con 48 horas de cultivo. Estos resultados sugieren que las
células son mucho mas sensibles en suspension que cuando estan adheridas a la placa de
cultivo, posiblemente debido a que la estirpe utilizada de células HeLa no se adapte bien
a las condiciones de suspension, siendo la fase de adhesion la mas Optima para su
supervivencia, por lo que la presencia de los nanotubos en la suspension desmejora su

supervivencia en suspension.

Asi, la toxicidad apreciada es debida mas que nada a la excesiva manipulacion de
las células durante el tratamiento. Esta manipulacion deteriora la viabilidad celular debido
posiblemente al choque entre nanotubos y células en el evento de homogenizacion de la
suspension celular, ya que en el grupo control sin nanotubos no se presentd deterioro

alguno en la viabilidad haciendo uso del mismo procedimiento en la manipulacion.

Sin embargo, a pesar de la toxicidad mostrada a causa de la sola presencia de
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos, es posible observar cierto efecto en cuanto a la
destruccion celular promovida por los oxXMWCNTs/PF-127 recubiertos inducidos a girar
en respuesta a la presencia del campo magnético giratorio externo. Por otro lado, el grupo
control de células HeLa (exposicion de los cultivos a la intensidad de campo magnético
mas alta probada en ausencia de oxMWCNTs/PF-127 recubiertos) no muestra ningiin

deterioro considerable del crecimiento celular y la viabilidad (Figura 37b).

Para los grupos en los que se determind la viabilidad celular después del
tratamiento magnético a 40, 75 y 100 mT en las suspensiones celulares en presencia de
los oxMWCNTs/PF-127 recubiertos se observé que la combinacion de oxMWCNTSs/PF-
127 recubiertos y las diferentes intensidades de campo magnético giratorio produce en
todos los casos un minimo efecto perjudicial sobre las células. Aun asi es evidente un
efecto dependiente de la intensidad del flujo del campo magnético, siendo el tnico

tratamiento a considerarse significativo el correspondiente a 100 mT.
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Figura 37. Viabilidad celular en la linea tumoral HeLa a) control de células expuestas y no al campo magnético giratorio sin ningiin
tratamiento adicional, b) células después del tratamiento con el campo magnético en presencia de oxMWCNTSs/PF-127.
Los resultados representan un ensayo por triplicado = DS. *Diferencia estadisticamente significativa con p<0.05 respecto a los controles en

a), de acuerdo al analisis de Tukey.
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Este resultado tan débil en cuanto a la afectacion de la viabilidad celular es debido
a una pobre interaccion de los MWCNTs/PF-127 recubiertos al campo magnético
giratorio debido a una reduccion de impurezas metélicas en los MWCNTs virgenes a
causa del tratamiento para la obtencion de oxMWCNTs. Esta reduccion de impurezas
metalicas a causa del extenso tratamiento oxidativo, como era de esperar, y evidenciado
por TEM (Figura 22) redujo por mucho el % de impurezas metalicas requerido para
obtener una respuesta uniforme de todos los oxMWCNTs/PF-127 recubiertos
individuales en suspension, queddndose muchos nanotubos sin impurezas metalicas,

volviéndolos incapaces de reaccionar al campo magnético giratorio.

Ademas, la respuesta de los oxMWCNTs fue atin menos al estar recubiertos del
polimero PF-127. Esta ain mdas débil respuesta al campo magnético de los
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos fue revelada por AFM/MFM en comparacion con la
respuesta obtenida por los oxMWCNTs. No obstante el estudio permite mostrar la
capacidad de los oxMWCNTSs/PF-127 recubiertos a girar individualmente en presencia
del campo magnético giratorio y el dafio mecénico producido en presencia de las células

HelLa.

Este efecto es mas notorios al tomar como control (+) el correspondiente
porcentaje de células viables que resultaron de la citotoxicidad inherente de
oxMWCNTs/PF-127 recubiertos. Estos resultados indican que el campo magnético juega
un papel en la viabilidad celular al producir giros de los ocxXMWCNTs/PF-127 recubiertos
en cultivo provocando que la membrana celular falle debido al dafio mecanico producido
por los oxMWCNTs/PF-127 inducidos a girar por el campo magnético giratorio, haciendo

evidente su potencial uso en la ablacion mecéanica de tumores so6lidos (Figura 38).
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Figura 38. Viabilidad celular después del tratamiento con el campo magnético en presencia de oxXMWCNTSs/PF-127 recubiertos. Los datos
corresponden a la normalizacion de la viabilidad celular a partir del porcentaje de proliferacion del grupo control con oxMWCNTs/PF-127
recubiertos sin campo magnético (porcentaje de células viables que resultan de la citotoxicidad intrinseca de MWCNTSs).

Los resultados representan un ensayo por triplicado + DS. * Diferencia estadisticamente significativa con p<0.05 respecto a las células con

CNTs a 0.0 mT.
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CONCLUSIONES
A partir del estudio del efecto de MWCNTs funcionalizados sobre células HeLa
se observo la citotoxicidad intrinseca de los MWCNTs permitiendo solo un 57 %
de proliferacion celular para concentraciones de 100 ug/mL de MWCNTs.
En el caso de los MWCNTs funcionalizados y radiados por laser, las propiedades
fototérmicas permitieron la inhibicion total de la proliferacion celular para la
concentracion de 100 pg/mL de los MWCNTs radiados.
En la utilizacion de las propiedades ferromagnéticas de los MWCNTSs sobre
células HeLa, se observa que solo en el caso de la utilizacion de un campo de100
mT sobre células con 20 ug/mL. de MWCNTs se obtuvo una proliferacion celular
del 50%.
Asi, se consiguid inducir la muerte de la linea celular de céncer cervicouterino
HeLa en cultivo, a través de las propiedades ferromagnéticas y fototérmicas de
MWCNTs gracias también al tratamiento quimico de oxidacion vy
funcionalizacioén con polimero para inducir una dispersion duradera y conferirle
propiedades de biocompatibilidad con el polimero de recubrimiento.
El disefo y fabricacion de la plataforma laser para placas de cultivo celular (96
pozos) y del dispositivo generador de campos magnéticos giratorios controlados
sobre cultivos celulares permitié un buen funcionamiento que posibilitaron el
estudio realizado y los resultados obtenidos.
Con esto se mostro haciendo uso de dos enfoques diferentes a través de sus
propiedades fisicas las potenciales aplicaciones que brindan los CNTs en terapia

contra el cancer.
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PERSPECTIVAS

Evaluar la estabilidad de la dispersion de las suspensiones de MWCNTs
preparadas y determinar cuantitativamente la concentracion mediante
espectrofotometria (UV-vis).

Llevar a cabo tratamientos de purificacion en cuanto a dimensiones de los
MWCNTs que permitan obtener nanotubos cortos en un rango estrecho de
longitudes para evaluar citotoxicidad en los margenes de este estudio.

Realizar otros estudios de citotoxicidad comparativos para evaluar confiabilidad
del ensayo MTT en este estudio.

Estudiar otras lineas de células cancerigenas ademas de la HeLa, asi como un
control con células sanas.

Para el estudio del tratamiento magnético: evaluar la posibilidad de enriquecer el
% de impurezas metalizas en los nanotubos para aumentar su respuesta a los

campos magnéticos giratorios.
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